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CANAN, Cristiane.  Purificação do ácido fítico do farelo de arroz: propriedades 
antioxidantes e aplicação em produtos cárneos.  2010.  144f.  Tese (Doutorado em Ciência 
de Alimentos) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010. 
 
 

RESUMO 
 
 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica de extração e purificação de ácido 
fítico (AF) do farelo de arroz, avaliar as propriedades antioxidantes e aplicar em carne 
mecanicamente separada (CMS) de frango e em produto cárneo tipo mortadela. Foi utilizado 
um planejamento fatorial completo 24 com três pontos centrais para avaliar a extração do AF, 
e o efeito das variáveis concentração de farelo de arroz e HCl, tempo e temperatura foram 
investigados. Durante a purificação, diferentes valores de pH foram testados com adição de 
Na2CO3 1,5 mol.L-1 ou NaOH 4,0 mol.L-1. A capacidade antioxidante do AF purificado foi 
avaliada e posteriormente, foi aplicado em CMS de frango e também em mortadela em 
associação com eritorbato de sódio. Concentrações de 5,0 e 10,0 mmol.L-1 de AF purificado 
ou AF padrão foram aplicadas em CMS estocada a -18°C por 120 dias e avaliada a oxidação 
lipídica e aroma de requentado (WOF) em intervalos de 15 dias. Um delineamento composto 
central rotacional (DCCR) foi utilizado para verificar a influência do AF purificado e 
eritorbato de sódio em mortadela. A temperatura, tempo e concentração de HCl tiveram 
influência significativa (p<0,05) na técnica de extração, enquanto que a concentração de 
farelo de arroz não foi significativa. O AF purificado apresentou capacidade quelante do ferro 
que foi dependente da sua concentração e tempo de contato para formação do complexo Fe2+-
ácido fítico através do ensaio da batofenantrolina. Além disso, foi observada inibição da 
formação do radical hidroxil pelo AF purificado através do ensaio da deoxirribose. O AF 
purificado em CMS reduziu a oxidação lipídica e WOF e em associação com o eritorbato de 
sódio, foi observado um efeito sinérgico na inibição da oxidação lipídica em mortadela, 
embora o AF tenha uma forte capacidade antioxidante em relação ao eritorbato de sódio. 
Finalmente, os resultados demonstraram o desenvolvimento de uma nova e eficiente técnica 
de extração e purificação de AF com alta pureza, rendimento e com forte capacidade 
antioxidante. 
 
 
Palavras-chave: Ácido fítico. Farelo de arroz. Eritorbato de sódio. Antioxidante. Peroxidação 
lipídica. Embutidos cárneos. 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 24 

factorial design with three central point for PA extraction was used, and the variables effects 
of rice bran and HCl solution concentrations, time and temperature were investigated. During 
purification, different pH values were tested with addition of either 1.5 mol.L-1 Na2CO3 or 4.0 
mol.L-1 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 HCl 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 Fe2+-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 INTRODUÇÃO 

 

 

O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato (IP6) tem forte poder quelante de 

íons metálicos multivalentes, especialmente o ferro, zinco e cálcio (HURRELL, 2004), devido 

sua estrutura química única com seis grupamentos fosfato que podem formar complexos 

fortes e insolúveis com cátions di e tri valentes (VOHRA et al., 1965; OBERLEAS, 1973). 

Por esta característica, durante muitos anos foi considerado como um composto 

antinutricional devido à capacidade de reduzir a biodisponibilidade de alguns minerais 

importantes na dieta. 

Entretanto, nos últimos anos, a capacidade antioxidante do ácido fítico 

principalmente de produtos cárneos tem sido descrita por vários pesquisadores (SOARES et 

al., 2004; STODOLAK et al., 2007; HARBACH et al., 2007; FILGUEIRAS, 2009) por 

formar quelato com o íon Fe2+ tornando-o cataliticamente inativo e inibir a formação de 

radicais hidroxil ('HO). Destacam-se também os seus efeitos benéficos à saúde humana, como 

no tratamento da diabetes (LEE et al., 2006), cálculo renal (SAW et al., 2007) doença de 

Parkinson (XU et al., 2008) e câncer (FOX; EBERL, 2002; SHAMSUDDIN, 2002; 

VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2006; NORAZALINA et al., 2009). 

O ácido fítico no arroz está distribuído em seus diferentes componentes, 

com 80 % de fósforo fítico concentrado no pericarpo e aleurona, 7,6 % no germe e 1,2 % no 

endosperma (O'DELL et al., 1972). O farelo de arroz constituído de pericarpo, aleurona e 

germe apresenta elevado teor de ácido fítico que varia de 5,94 a 6,09 % (KASIM; 

EDWARDS JR., 1998). O farelo de arroz é considerado um subproduto da indústria de arroz, 

produzido em larga escala e utilizado somente para extração de óleo e o resíduo utilizado 

como ingrediente para elaboração de ração (SILVA et al., 2006). 

Processos de obtenção e purificação de ácido fítico ou fitatos a partir do 

farelo de arroz foram pouco explorados. Entretanto, há descrição na literatura de vários 

métodos de quantificação do ácido fítico nos quais foram utilizadas diferentes condições de 

extração em matérias-primas de origem vegetal. O nosso grupo de pesquisa tem investigado o 

ácido fítico como antioxidante e aplicado em carnes e observado que inibiu significativamente 

o desenvolvimento de aroma de requentado ou WOF (warmed-over flavor) de carnes de 

frango (SHIMOKOMAKI et al., 1999). Além disso, preveniu a oxidação lipídica de maneira 

sinérgica em carnes de frangos que receberam vitamina E em suas dietas (SOARES et al., 

2004). Quando administrado na dieta de suínos preveniu a rancidez da carne, sem prejudicar a 
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saúde dos animais (HARBACH et al., 2007). O potencial antioxidante do ácido fítico obtido 

do germe de milho foi confirmado pelos ensaios da deoxirribose e batofenantrolina por 

Filgueiras et al. (2009). 

A indústria cárnea 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 cárneos. No Brasil, a obtenção e uso do ácido fítico como aditivo alimentar ou como 

antioxidante tem sido explorado somente pelo nosso grupo de pesquisa e ainda não foi 

totalmente estabelecida uma técnica para sua extração e purificação, bem como a aplicação 

direta em alimentos. Portanto, neste trabalho o ácido fítico foi extraído e purificado do farelo 

de arroz e avaliada a sua capacidade antioxidante e aplicação em carne mecanicamente 

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

 

 

Desenvolver um processo analítico para extração e purificação de ácido 

fítico do farelo de arroz. 

Avaliar a capacidade antioxidante do ácido fítico purificado do farelo de 

arroz por meio da determinação do poder antioxidante de redução do ferro (FRAP), Ensaios 

da Batofenantrolina (BPS) e Deoxirribose e os efeitos antioxidantes em carne mecanicamente 

separada (CMS) de frango e em combinação com eritorbato de sódio em mortadela de frango. 

 



16 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 CARACTERÍSTICAS DO ÁCIDO FÍTICO E SUAS FONTES 

 

 

O ácido fítico é comumente denominado de ácido hexafosfórico mio-

inositol ou 1,2,3,4,5,6 hexafosfato de hidrogênio mio-inositol (IUPAC - IUB, 1968). É um 

composto inerte, estável e na forma sólida pode ser estocado por muitos anos e em solução 

aquosa neutra, ou solução alcalina a 5°C pode ser conservado por vários meses sem se 

decompor (COSGROVE, 1966). Johnson e Tate (1969) e Blank et al. (1971) investigaram a 

estrutura do ácido fítico por meio de análises cristalográficas de raios X e destacaram a sua 

estrutura como éster hexaortofosfato de mio-inositol com grupos fosfatos C1, 3, 4, 5 e 6 na 

posição axial e C2 na posição equatorial. Os seis grupamentos fosfato do ácido fítico podem 

formar complexos fortes e insolúveis com cátions, tais como Cu2+, Zn2+, Co2+, Mn2+, Fe3+ e 

Ca2+ (OBERLEAS, 1973), não apenas com uma ou duas moléculas de fosfato, mas também 

entre duas moléculas de ácido fítico (CHAMPAGNE; PHILLIPPY, 1989) ou também formar 

complexos ternários proteína-metal-fitato (GRAF, 1983) devido a suas cargas negativas. 

Costello et al. (1976) empregaram ressonância nuclear magnética e propuseram a 

conformação de cadeira do mio-inositol hexafosforilado em soluções (FIGURA 1). 

 

 

Figura 1 – Estrutura do ácido fítico em solução (COSTELLO et al., 1976) 

 

 

O ácido fítico está presente nos vegetais (CHERYAN, 1980; HARLAND; 

OBERLEAS, 1987) e principalmente em grãos 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 amilífero dos grãos é praticamente destituído de fitato (REDDY, 2002), estando 

distribuído nos demais componentes, ou seja, 80 % do fósforo fítico está concentrado no 

pericarpo e aleurona, 7,6 % no germe e 1,2 % no endosperma (O'DELL et al., 1972). O farelo 

de arroz é constituído de pericarpo, aleurona e o germe que apresenta elevado teor de ácido 

fítico, próximo de 6,02 % (KASIM; EDWARDS Jr, 1998). 

Os fitatos de sementes monocotiledôneas estão associados a componentes 

específicos ou partes da semente (REDDY, 2002), apresentam-se como inclusões nos corpos 

protéicos na forma de pequenos agregados densos denominados globóides (PRATTLEY; 

STANLEY, 1983). Os fitatos no arroz, trigo e milho ocorrem principalmente como sais de 

potássio e magnésio, no gergelim como sais de magnésio (O'DELL et al., 1972; O'DELL; 

DeBOLAND, 1976) e na soja como sais de cálcio-potássio-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 íons metálicos em pH 6,0 similar ao pH do duodeno. A 

capacidade da ligação do inositol fosfato aos íons metálicos é dependente do número de 

grupos fosfatos desprotonados da molécula (PERSSON et al., 1998). 

Muitos alimentos apresentam pH ao redor de pH 4,7 e nesta região de pH o 

ácido fítico adquire cargas negativas e confere alto poder de complexação com moléculas de 

cargas positivas. Em pH menor do que 3,0 o ácido fítico forma ligações eletrostáticas com 

proteínas de cargas positivas e resulta em complexos solúveis (CHERYAN, 1980). Em pH 7,4 

o ácido fítico forma complexos insolúveis com cátions polivalentes, tais como Cu2+, Zn2+, 

Ni2+, Co2+, Mn2+, Fe3+ e Ca2+ (VOHRA et al., 1965). 

 

 

3.2 PROCESSOS DE EXTRAÇÃO E OBTENÇÃO DE ÁCIDO FÍTICO 

 

 

O ácido fítico pode ser extraído com vários tipos de solventes a partir de 

diferentes grãos e outras fontes de origem vegetal. Para extração de ácido fítico com 

finalidade de sua quantificação, diferentes condições de extração foram estabelecidas. 

A extração de ácido fítico em feijões verdes ou maduros utilizando como 

meio extrator soluções de HCl 0,5 mol.L-1 ou HClO4 0,5 mol.L-1 foram comparadas por 

Makower (1970) e observaram que o HCl 0,5 mol.L-1 foi mais eficiente do que com HClO4 
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0,5 mol.L-1 para grãos maduros ou quase maduros, cujo teor de ácido fítico foi relativamente 

maior. 

Wheeler e Ferrel (1971) investigaram o uso do ácido tricloroacético (TCA) 

0,2 mol.L-1 para extrair o ácido fítico em grãos de trigo e partes do grão e compararam a 

extração com HCl e detectaram que a extração de fósforo fítico foi maior quando utilizado 

TCA 0,2 mol.L-1. Observaram que no extrato utilizando solução de HCl quando o pH foi 

ajustado para 6,0, houve formação de grande quantidade de flocos brancos devido ao 

complexo proteína-ácido fítico, o que não ocorreu na extração de ácido fítico com TCA 0,2 

mol.L-1. 

Ellis e Morris (1986) extraíram o ácido fítico de 2 g de soja, cereais e seus 

derivados e de fezes humanas utilizando 40 mL de HCl 1 mol.L-1 ou 2 mol.L-1 adicionado de 

0,70 mol.L-1 de sulfato de sódio, a temperatura ambiente, por uma noite. O HCl foi utilizado 

também para extração de ácido fítico 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 HCl 0,8 mol.L1, 

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 HCl 0,5 mol.L-1 a temperatura ambiente, por uma 

noite. Febles et al. (2001) utilizaram as mesmas condições de Ellis e Morris (1986) diferindo 

apenas no tempo de extração de ácido fítico de 90 min sob agitação constante de 400 amostras 

de alimentos infantis. Park et al. (2006) para quantificar o teor de ácido fítico de frutas, 

legumes e preparados alimentícios infantis utilizaram 5,0 g de amostra previamente 

desengorduradas com clorofórmio-metanol (2:1 v/v) para 15 mL de HCl 2,4 mol.L-1, exceto 

para quantificação por HPLC, em que foi empregada a concentração de HCl 0,5 mol.L-1. 

Para extração de ácido fítico de farinha de soja com ácidos fortes ou fracos 

Han (1988) observou que não havia relação entre a concentração do ácido utilizada e o teor de 

ácido fítico extraído. Lavagens com HCl 1 mol.L-1 removeram 87 % dos fitatos da soja, ou 

seja, 1,92 %, cujo teor inicial era de 2,2 % e quando utilizado HCl na concentração de 0,1 ou 

0,01 mol.L-1, o teor de ácido fítico extraído foi de 0,30 e 1,41 %, respectivamente. Quando 

utilizado ácidos fracos como H3PO4 ou HCOOH nas concentrações de 1,0 mol.L-1 o teor de 

ácido fítico extraído foi de 0,43 e 0,24 %, respectivamente. Porém, quando utilizada a 

concentração de 0,01 mol.L-1 de H3PO4 ou HCOOH, o teor extraído de ácido fítico foi de 

aproximadamente 1,45 % para ambos os ácidos. 

Diferentes fatores que influenciam a extração e rendimento do ácido fítico 

de farelo do arroz extrusado foi investigado por Fuh e Chiang (2001) no qual utilizaram 

soluções de HCl com pH de 1 a 6, proporção sólido-líquido de 1:25 a 1:5, temperatura de 
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extração de 25, 40 e 55°C e tempo de 1, 3 e 5 h. Uma eficiente extração do ácido fítico foi 

observada quando utilizou-se solução de HCl com pH 2,0 como extrator e devido a redução 

da formação do complexo ácido fítico-proteínas e ácido fítico-amido na extrusão. A extração 

do ácido fítico diminuiu com altas temperaturas e concluíram que o melhor processo de 

extração de ácido fítico deveria ser conduzido a 25 °C por 30 min e nestas condições 

obtiveram extração de 94 % de ácido fítico. Quanto à proporção sólido-líquido o teor de ácido 

fítico extraído aumentava com acréscimo do volume do solvente, porém, até a proporção de 

1:15 pois acima desta proporção de solvente ocorria redução na rendimento do ácido fítico 

extraído. 

Descrições de processos de obtenção de ácido fítico (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 obtenção 

de fitina de farelo de arroz integral e desengordurado empregando diferentes ácidos como o 

H2SO4 0,1 mol.L-1, HCl 1,25 mol.L-1 ou ácido acético 0,35 mol.L-1 e obtiveram rendimentos 

superior a 94 % na forma de fitato de amônio-cálcio-magnésio, fitato de potássio-magnésio-

cálcio ou fitato sódio-cálcio-magnésio. Kolchev (1978) estabeleceu um método para produção 

de fitato no qual o ácido fítico foi extraído de diferentes fontes vegetais como farelo de arroz, 

semente de girassol, soja e trigo. O farelo de arroz com 2,0 % de ácido fítico foi utilizado para 

extração a partir de 100 g de amostra em 500 mL de HCl 0,1 mol.L-1 e pH 1,0 por 2 h. O 

rendimento tecnológico do processo de extração foi de 93 % em relação ao conteúdo inicial 

de ácido fítico. 

 

 

3.3 BENEFÍCIOS E APLICAÇÕES DO ÁCIDO FÍTICO 

 

 

Um elevado número de compostos de origem vegetal apresenta 

propriedades antioxidantes no corpo humano, dentre estes o ácido fítico (PETERSON, 2001), 

que foi considerado por muitos anos, um antinutriente devido a sua capacidade de se ligar a 

proteínas, amido e principalmente a cátions bivalentes (JENAB; THOMPSON, 2002). 

O ácido fítico forma complexos com o zinco, ferro, cobre e manganês que 

apresentam baixa solubilidade (WINDISCH, 2002) e a disponibilidade desses minerais 

diminui no organismo (MAGA, 1982; GRAF, 1983; ERDMAN, 1987). Porém, esta 

característica do ácido fítico 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 ácido fítico à saúde humana e verificaram que 

foram mais pronunciados em indivíduos que receberam dietas compostas basicamente de 

sementes, grãos e vegetais. Uma vez que a absorção de minerais em uma dieta balanceada é 

estimulada pela presença de ácido ascórbico, beta-caroteno, carboidratos fermentados ou 

ácidos orgânicos, e devem-se considerar ainda possíveis interações entre os minerais que 

determinam a sua biodisponibilidade (LOPEZ et al., 2002). 

Forbes et al. (1984) sugeriram que o fitato provavelmente não exerce efeito 

significativo na biodisponibilidade de zinco em humanos que ingeriram uma dieta adequada. 

Os ensaios com ratos que receberam uma dieta contendo uma relação de fitato:zinco abaixo 

de 30 evidenciaram que ocorreu um efeito mínimo sobre o zinco ósseo e geralmente, nas 

dietas normais de humanos a relação entre fitato:zinco não excedeu a razão de 24. 

Muitos benefícios podem estar associados à ingestão de fitatos, 

principalmente para indivíduos que tem elevado consumo de carne vermelha, uma vez que o 

ácido fítico é um forte quelante de ferro e devido à correlação do ferro com diversos tipos de 

câncer (WEINBERG, 1994). O potencial mecanismo de ação anticancerígena do ácido fítico 

inclui alteração genética, aumento do sistema imune e propriedades antioxidantes (FOX; 

EBERL, 2002). Entretanto, seu mecanismo de ação não foi totalmente esclarecido (JENAB; 

THOMPSON, 2002). 

Em estudos com animais, o ácido fítico demonstrou inibir o 

desenvolvimento de células neoplásicas de vários tipos de câncer, incluindo de fígado 

(VUCENIK et al., 1998), próstata (SHAMSUDDIN et al., 1997), mama (SHAMSUDDIN; 

VUCENIK, 1999), pele (BODE; DONG, 2000) e cólon (JENAB; THOMPSON, 2000; 

STEER; GIBSON, 2002; VERGHESE et al., 2006; NORAZALINA et al., 2009). Norazalina 

et al. (2009) verificaram que o ácido fítico do farelo de arroz reduziu o risco de câncer de 

cólon em ratos. 

Setenta e dois ratos, divididos em seis grupos, os quais foram submetidos a 

injeções intraperitoneais de azoximetano (AOM) para indução tumoral. Após a fase de pós-

iniciação do câncer os animais receberam na água para beber concentrações de 0,20 e 0,50 % 

de ácido fítico. Após oito semanas, o cólon dos animais foi analisado e observaram que a 

concentração de 0,50 % de ácido fítico reduziu o número de focus de criptas aberrantes em 71 

% e quando administrada a concentração de 0,20 %, houve redução em 61 %. Shamsuddin et 

al. (1997) descreveram que populações alimentadas com dietas ricas em vegetais 

apresentaram baixa incidência deste tipo de câncer. Melanomas são também inibidos pelo IP6 
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(RIZVI et al., 2006) que reduz o desenvolvimento e induz a diferenciação de células 

endoteliais vasculares inibindo a produção do fator angiogênico 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 ação antioxidante e anticarcinogênica (MESSINA, 1991). O fitato é um poderoso 

inibidor da produção 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 ácido fítico altera o potencial redox do ferro mantendo-o na forma férrica 

(Fe3+). Este efeito oferece proteção contra danos oxidativos, visto que o Fe2+ causa produção 

de oxiradicais e peroxidação de lipídios, enquanto o Fe3+ é relativamente inerte (GRAF et al., 

1987; EMPSON et al., 1991). 

Em estudos realizados por Graf et al. (1987) concluíram que o ácido fítico é 

um antioxidante efetivo e economicamente viável na preservação de materiais biológicos 

sensíveis ao oxigênio. Dentro deste contexto, é de especial interesse a reação de Fenton 

(GRAF et al., 1984), importante por gerar in vivo espécies reativas de oxigênio (formação de 

radicais livres catalisada por metais de transição) conforme a reação 1. 

 

Paralelamente à reação de Fenton, traços de Fe3+ podem reagir com 

peróxido de hidrogênio especialmente se estiverem ligados a certos quelantes, embora esta 

seja uma reação mais lenta do que aquela com Fe2+, conforme a reação 2. 

 

Desta forma, os sistemas de Fenton são especialmente relevantes em 

patologias nas quais se verifica o acúmulo de ferro, como por exemplo, a hemocromatose e a 

beta-talassemia, já sendo bem conhecida a correlação existente entre estas enfermidades e os 

efeitos oriundos de danos oxidativos (BACON; BRITTON, 1990). 

Para uma nutrição regular e balanceada são necessários de 300 - 500 mg/dia 

de fósforo nos primeiros anos de vida e 800 - 1200 mg/dia para adolescentes e adultos 

segundo Lott et al. (2002). Destacam-se entre os benefícios da ingestão de alimentos ricos em 

ácido fítico, o seu efeito hipocolesterolêmico, anti-hipertensivo (HASLER et al., 2000) e para 

aqueles que sofrem de cálculo renal (JENAB; THOMPSON, 2002). Pode ainda, ser utilizado 

no tratamento da diabetes (JENAB; THOMPSON, 2002; LEE et al., 2006) devido a inibição 

da digestão do amido, através de ligações do amido por pontes de hidrogênio, indiretamente 
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via ligação a proteínas, ou por inibição da digestão por ligação a amilase ou cofatores 

enzimáticos como o Ca2+. 

O ácido fítico é rotineiramente empregado em vários países, como os países 

da União Européia e Japão como antioxidante em carnes, pastas de peixes, enlatado de 

pescados, frutas, vegetais, queijos, missô, molho de soja, sucos, pães e em bebidas alcoólicas 

para prevenir a descoloração, 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 panificação. No Codex Alimentarius o ácido fítico foi revisado como 

antioxidante com INS (System for Food Additives) número 391 (HIX et al., 1997; POKORNY 

et al., 2001). 

Em carnes, a capacidade quelante do ácido fítico tem fundamentado 

diversos estudos aplicados à proteção contra danos oxidativos de emulsões, aumentando sua 

validade. Empson et al. (1991) demonstraram que a adição de 0,75 mmol.L-1 de ácido fítico 

em alimentos diminui as mudanças oxidativas induzidas pelo ferro e demonstraram que o 

ácido fítico atuou na inibição das transformações oxidativas, com redução da degradação de 

ácido ascórbico e diminuição da peroxidação lipídica na carne de frango. 

O ácido fítico em diferentes concentrações e pH de 5,0 a 8,0 foi comparado 

ao ascorbato, BHT e EDTA em carne homogeneizada por Lee e Hendricks (1995). O ácido 

fítico foi descrito como o inibidor mais eficiente na peroxidação lipídica. Os resultados 

indicaram que 2 mmol.L-1 de ácido fítico inibiram a peroxidação lipídica, acelerando a 

autoxidação do íon ferroso a férrico, formando quelato com ferro e tornando-o cataliticamente 

inativo. Provavelmente, o ácido fítico removeu o íon ferroso da mioglobina e preveniu a 

autoxidação dos fosfolipídeos e formação de off-flavors. O efeito antioxidante foi dependente 

da concentração e pH, sendo mais efetivo no pH próximo do neutro ou mais elevado. 

Lee et al. (1998) verificaram o potencial antioxidante do ácido fítico ao 

compará-lo ao pirofosfato de sódio e tripolifosfato de sódio, em que o fitato de sódio não 

diferiu significativamente dos outros antioxidantes quando realizada a análise do teor de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (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 sódio 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 adição 

de 2 mmol.L-1 de ácido fítico 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 reação 

sinérgica entre os dois antioxidantes, sendo que o ácido fítico atuou na fase da propagação, 

enquanto que o a-tocoferol endógeno, nas fases iniciais do fenômeno da peroxidação lipídica. 

Stodolak et al. (2007) verificaram o potencial antioxidante do ácido fítico 

em homogenatos de carnes bovina ou suína crus ou cozidos estocados por três dias a 4 °C e 

recomendaram o ácido fítico como aditivo alimentar para prolongar a estabilidade de carnes, 

especialmente as cozidas. 

O germe de milho contendo ácido fítico, foi adicionado na dieta de suínos 

por Harbach et al. (2007) e verificou-se uma inibição da rancidez da carne com manutenção 

da performance do crescimento e saúde destes animais. O potencial antioxidante do ácido 

fítico do germe de milho também foi confirmado por Filgueiras et al. (2009), pela atividade 

de sequestro de radicais livres e quelação de metais por meio de ensaios de deoxirribose e 

batofenantrolina. O sequestro do radical hidroxil e a atividade quelante para o Fe2+ foi 

dependente da concentração do ácido fítico sendo que a quelação aumentou com o tempo de 

contato com o Fe2+. 

 

 

3.4 OXIDAÇÃO LIPÍDICA EM CARNES 

 

 

A oxidação lipídica ocorre em lipídios que contêm ácidos graxos 

insaturados e que podem sofrer oxidação, degradação e polimerização por mecanismos de 

radicais livres (GRAY et al., 1996) e é um fator limitante na qualidade e aceitabilidade de 

carnes e produtos cárneos (MORRISSEY et al., 1998). O processo de rancidez causa o 

desenvolvimento de sabores indesejáveis, descoloração, produção de substâncias 

potencialmente tóxicas como o malonaldeído, que é o maior produto secundário da oxidação 

lipídica (GRAY et al., 1996; MORRISSEY et al., 1998; KANATT et al., 2007) e que 

apresenta efeito citotóxico, carcinogênico e mutagênico, além de óxidos de colesterol e perda 

do valor nutritivo devido à destruição de vitaminas e ácidos graxos essenciais (GRAY et al., 

1996; MORRISSEY et al., 1998; KANATT et al., 2007). 
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Logo após a morte do animal, inicia-se o processo de peroxidação 

autocatalítica, devido à falta da corrente sanguínea e a consequente falha no aporte do sistema 

antioxidante natural. O grau e a extensão deste processo são influenciados pelos eventos pré-

abate, tais como a alimentação e estresse, bem como por eventos pós-abate, como pH, 

temperatura da carcaça, encolhimento pelo frio e outros. A oxidação dos lipídios em sistemas 

musculares é iniciada nas frações dos fosfolipídeos ao nível das membranas subcelulares 

(mitocôndrias e microssomos), ricas em ácidos graxos polinsaturados (TERRA, 1998; 

OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). 

O termo radical livre refere-se ao átomo ou molécula que contêm número 

ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. Nas moléculas, os elétrons em geral se 

reúnem em pares. Um par de elétrons é mais estável do que quando desemparelhados. A falta 

de elétron com spin positivo ou negativo confere alta reatividade às moléculas, provoca 

reações em cadeia e desestabiliza as ligações das substâncias do meio molecular (THOMAS, 

2000). Estes são formados em um cenário de reações de óxido-redução, isto é, ou cede o 

elétron, oxidando-se, ou recebe, reduzindo-se. Portanto, os radicais livres ou provocam as 

reações de óxido-redução ou resultam delas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Ainda, 

causam danos ao DNA, levando ao desenvolvimento de células cancerosas e arteriosclerose 

(PETERSON, 2001). 

A reação em cadeia de radicais livres, na rancificação oxidativa ocorre em 

três etapas ou fases que são distinguíveis pelos produtos formados e pelas características 

sensoriais de cada uma das fases. Na primeira fase inicial ou de indução, em que não há odor 

ou gosto de ranço, formam-se os primeiros radicais livres; a segunda fase, ou de propagação, 

já apresenta odor e sabor que aumentam rapidamente e também, há um aumento na 

quantidade dos peróxidos e de seus produtos de decomposição; a terceira fase ou terminação 

caracteriza-se por odor e sabor fortes, alterações da cor e da viscosidade do lipídio, bem como 

da sua composição (POKORNY et al., 2001). Uma vez iniciada, a reação de oxidação lipídica 

segue em cadeia, e somente termina quando estiverem esgotadas as reservas de ácidos graxos 

insaturados e o oxigênio do meio (GRAY et al., 1996). 

A reação de oxidação lipídica tem uma energia de ativação alta e 

dificilmente ocorreria se não fosse pela presença de substâncias ou de fatores físicos 

denominados de prooxidantes que baixam esse nível ou permitem a transmissão de energia às 

moléculas, permitindo que a reação ocorra com relativa frequência e rapidez. Dentre os mais 

importantes tem-se os íons de alguns metais pelos seus efeitos múltiplos e pela dificuldade de 

evitar sua presença nas gorduras, as quais poderão ser contaminadas pelo contato com os 

 



25 

equipamentos utilizados no seu processamento, armazenamento ou durante seu uso. Os íons 

dos metais de transição, multivalentes, que são oxidados - reduzidos facilmente, são 

geralmente os mais ativos prooxidantes. O modo de ação mais provável desses íons é por 

meio de sua interação com hidroperóxidos, originando novos radicais livres ou atuando na 

formação do oxigênio singleto (1o2) (GRAY et al., 1996). 

Os radicais livres também podem ser gerados durante as funções 

metabólicas normais, porém as células, por meio de sistemas naturais de defesa constituídos 

principalmente pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GSH-Px) e glutationa reduzida (GSH) são protegidas (PETERSON, 2001). 

Entretanto, sob condições em que há excesso de radicais livres e deficiência no sistema 

protetor, ocorre um desequilíbrio entre a formação e a remoção destas espécies reativas no 

organismo, caracterizando o estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

O termo antioxidante se refere a qualquer substância que, quando presente 

em baixas concentrações em relação ao substrato oxidável, atrasa ou inibe consideravelmente 

a oxidação do substrato (THOMAS, 2000). Uma maneira de combater o estresse oxidativo e a 

oxidação lipídica consiste na utilização de antioxidantes presentes em alimentos com a 

propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reações oxidativas (GRAY et al., 

1996). 

Os antioxidantes comumente utilizados em alimentos são 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 

têm recebido atenção especial por nutricionistas e pesquisadores da área médica por seus 

efeitos na prevenção de doenças crônicas e degenerativas (LIU, 2003), há uma tendência geral 

no processamento de alimentos em substituir os antioxidantes sintéticos por inibidores 

naturais da oxidação, ou seja, pelo uso de ingredientes alimentares que naturalmente possuem 

atividade antioxidante (MANCINI-FILHO et al., 1998). Entre os antioxidantes naturais 

destacam-se: ácido ascórbico (FRANKEL, 1996), P-caroteno, compostos fenólicos 

(KANATT et al., 2007), vitamina E (FRANKEL, 1996; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006) e 

ácido fítico (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 aplicação de antioxidantes em carnes e produtos cárneos é 

regulamentada pela Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998, sendo que para carnes 

frescas e congeladas não é permitido o uso de nenhum aditivo e para produtos cárneos, os 

antioxidantes permitidos cujo limite de uso é a quantidade suficiente, são o ácido ascórbico 

(INS 301), ascorbato de sódio (INS 302) ou de cálcio (INS 303) ou potássio (INS 315) e o 

ácido eritórbico ou ácido isoascórbico (INS 320). Os antioxidantes que tem seu limite de uso 

estabelecido em 0,01 % são o BHA (INS 320), BHT (INS 321) e galato de propila (INS 310) 

(BRASIL, 1998). Embora, o ácido fítico seja permitido e empregado em muitos países, no 

Brasil sua aplicação como antioxidante em produtos cárneos e outros produtos alimentícios 

não está 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 separação ou desossa da carne 

que permanece firmemente aderida aos ossos após o processo de retirada dos cortes cárneos. 

É um processo relativamente simples em que são utilizados os ossos mais difíceis de serem 

totalmente desossadas de forma manual, como as carcaças, partes de carcaças, ossos inteiros 

ou previamente moídos que são pressionados contra uma superfície perfurada, resultando em 

um produto finamente cominuido (CROSLAND et al., 1995). A carne e outros tecidos 

comestíveis atravessam as fendas ou orifícios, enquanto que as partículas ósseas, exceto 

aquelas muito pequenas, não atravessam. Os ossos resultantes deste processo podem ser 

utilizados para ração animal. Segundo Ranken (2000), nos abatedouros de aves nos Estados 

Unidos pode ocorrer a presença na carne mecanicamente separada a presença de pequenos 

fragmentos de ossos de forma granular de tamanho não superior a 0,5 mm e um teor de cálcio 

não superior a 0,02 %. 

A medula óssea é o principal local de formação do sangue, sendo por esta 

razão rica em hemoglobina e, portanto contribui para a cor vermelha da CMS, sendo 

consideradas as hemoproteínas os principais catalisadores da oxidação lipídica em CMS de 

frango Lee et al. (1975). O outro pigmento vermelho presente nas CMS é a mioglobina, 

proveniente dos músculos. Logo após a desossa, devido ao oxigênio incorporado durante este 

processo, ambos os pigmentos estão na forma oxigenada, a oxi-hemoglobina e a 
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oximioglobina, de cor vermelho brilhante. É esta a melhor condição para a utilização de CMS 

em produtos cárneos, enquanto os pigmentos ainda não estão oxidados. Altos níveis 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 são proteínas globulares com um 

grupo prostético heme (ANTONINI, 1965). Na CMS, os pigmentos de cor sofrem mudanças 

devido a sua reação com o oxigênio. A mioglobina pode sofrer oxidação pelo oxigênio, com o 

ferro heme sendo convertido para o estado férrico. A forma oxidada de mioglobina, a 

metamioglobina não pode ligar ao oxigênio reversivelmente e assim é fisiologicamente 

inativa. A metamioglobina é de cor marrom escuro (WALLACE et al., 1982). A oxidação da 

mioglobina é acelerada por íons metálicos tais como cobre ou ferro, que podem estar 

presentes na água ou derivados de equipamentos utilizados no processamento da carne 

(LYNCH et al., 1999). 

A oxidação do pigmento heme juntamente com a oxidação lipídica são 

consideradas importantes causas da deterioração da CMS, levando a muitos efeitos adversos 

nas suas características de qualidade como, sabor, aroma, cor, textura e valor nutritivo 

(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). Ambas as reações são difíceis de serem controladas, 

principalmente devido a sua complexidade e variabilidade. São reações de ordem físico-

química, que podem ser potencializadas por ação microbiológica (OLIVO, 2006). 

Os fatores relacionados ao equipamento utilizado na elaboração da CMS 

podem afetar sua qualidade, como por exemplo, a pressão aplicada sobre a matéria-prima, que 

quando aumenta, implica em um produto final com maior quantidade de osso, tendões e 

outros resíduos não cárneos. O rendimento da CMS de aves varia de 55 a 70 %. Quanto maior 

o rendimento maior a porcentagem de cinzas e lipídios, além de elevar a temperatura do 

produto final que promove a desnaturação das proteínas, o que pode afetar sua funcionalidade, 

diminuir a qualidade bacteriológica e consequentemente reduzir a vida útil (FRONING; 

McKEE, 2001). 

A composição centesimal da CMS depende principalmente do tipo de 

matéria-prima utilizada na sua fabricação. Dos seus constituintes merece atenção a gordura, 

capaz de apresentar variação no seu conteúdo, que se reflete diretamente tanto na estabilidade 

da emulsão cárnea como nos processos oxidativos (TERRA, 1998). A menor qualidade da 

fração lipídica da CMS representa um problema quando o produto permanece congelado por 

muito tempo (FIELD, 1988). 
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A Instrução Normativa n° 4, de 31 de março de 2000, da Secretaria de 

Defesa Agropecuária do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, define a Carne 

Mecanicamente Separada (CMS), como a carne obtida por processo mecânico de moagem e 

separação de ossos de animais de açougue, destinada a elaboração de produtos cárneos 

específicos. Tem como características físico-químicas: proteína (mínimo) de 12 %, gordura 

(máximo) de 30 %, teor de cálcio (máximo) de 1,5 % (base seca), índice de peróxidos 

(máximo) de 1 mEq KOH por kg de gordura; e ainda, 98 % dos ossos deverão ter diâmetro 

máximo de 0,5 mm e largura máxima de 0,85 mm (BRASIL, 2000). 

A CMS quando não utilizada diretamente como ingrediente em um produto 

cárneo, logo após o processo de separação mecânica, a mesma deverá ser refrigerada a uma 

temperatura não superior a + 4 °C por no máximo de 24 h. Se armazenada no máximo até 0 

°C poderá ser utilizada em até 72 h após sua obtenção. E caso seja congelada, deverá ser em 

blocos com espessura máxima de 15 cm e conservada em temperatura não superior a -18 °C 

no prazo máximo de 90 dias (BRASIL, 2000). 

Devido à grande disponibilidade deste tipo de carne de aves (frangos, 

galinhas de descarte, perus) a CMS vêm sendo utilizadas em larga escala na fabricação de 

embutidos cárneos. Negrão et al. (2005) demonstraram que a CMS apresenta boas 

propriedades nutricionais, se comparada à farinha de peito de frango, apesar de ser pobre em 

lisina. Porém, devido às alterações químicas e estruturais sofridas no processo de separação 

mecânica, tornam-se muito susceptíveis a processos deteriorativos. Fatores como gorduras 

insaturadas, pigmentos heme, redução e partículas finas e incorporação de ar levam ao 

desenvolvimento de aromas indesejáveis (rancidez), devido à oxidação lipídica e à perda da 

cor vermelha característica, pela oxidação dos pigmentos. 

Os antioxidantes alternativos podem ser utilizados para controlar a rancidez 

oxidativa da CMS. Mielnik et al. (2003) provaram ser vantajosa a adição de antioxidantes 

comerciais a base de alecrim, vitamina E e ácido ascórbico no controle da oxidação lipídica 

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 peroxidação lipídica nas condições investigadas. Tuboly et al. (2003) 

utilizaram alta pressão hidrostática em CMS de perus e observaram nas condições estudadas, 

significativa redução de células viáveis de microrganismos aeróbicos, porém, houve um 

aumento nos valores de TBARS e formação de produtos da oxidação do colesterol. Sadat e 

Volle (2000), Gomes et al. (2003a) e Gomes et al. (2003b) demonstram a viabilidade do uso 

de irradiação visando a pasteurização da CMS de frango. Hassan e Fan (2004) utilizaram 
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extratos de folhas de cacau e investigaram o teor de fenóis, catequinas e capacidade de reduzir 

o Fe3+ e concluíram que concentrações 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 ação antioxidante de peptídeos 

da caseína com diminuição em 21 % da oxidação lipídica da CMS de frango quando 

comparada a CMS o antioxidante. 

 

 

3.6 EMBUTIDOS CÁRNEOS 

 

 

O processo de elaboração de produtos cárneos é realizado desde a 

antiguidade e apresenta-se, neste início de século, ainda como um desafio na melhoria 

contínua dos produtos processados (SHIMOKOMAKI et al., 2003). A fabricação de 

embutidos cárneos propicia o aumento da vida útil das carnes, bem como diversifica a oferta 

de derivados. A produção de embutidos apresenta-se como uma das soluções para atender à 

demanda por qualidade (TERRA et al., 2004). Um dos maiores desafios para a indústria 

cárnea é oferecer produtos macios, suculentos e com cor e sabor agradáveis e que estas 

características de frescor mantenham-se estáveis durante toda a sua vida útil, com a maior 

segurança e menor custo possíveis (OLIVO, 2006). 

Os produtos cárneos emulsionados como as salsichas e mortadelas, são 

bastante populares, sendo consumidos tanto a nível doméstico como no mercado de 

alimentação rápida, representando um importante segmento das carnes industrializadas. 

Estima-se um consumo per capita de aproximadamente 5 kg/ano de produtos cárneos 

emulsificados, mostrando fazer parte integrante da dieta do brasileiro e consequentemente, 

apresentam considerável importância na economia (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). 

Segundo a legislação brasileira, mortadela é o produto cárneo industrializado, obtido de uma 

emulsão de carnes de animais de açougue, acrescido ou não de toucinho, adicionado de 

ingredientes, embutido em envoltório natural ou artificial, em diferentes formas, e submetido 

ao tratamento térmico adequado (BRASIL, 2000). 

Os produtos cárneos, devido a sua composição são altamente suscetíveis a 

alterações de ordem físico-química e microbiológica. Dentre as principais alterações e suas 

consequencias estão a oxidação lipídica e a oxidação de cor, que são difíceis de serem 

controladas, devido sua complexidade e variabilidade (OLIVO, 2006). 
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A relação entre a oxidação de lipídios e a oxidação da cor é de extrema 

importância na indústria cárnea. No entanto, a causa-efeito desta relação entre estes dois 

processos não está completamente esclarecida, especialmente para carnes processadas, e não 

se sabe quando ou a oxidação lipídica causa a oxidação da cor ou vice-versa (ZANARDI et 

al., 2002). O ferro da mioglobina no seu estado oxidado pode catalisar a oxidação lipídica, 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 oxidação lipídica 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 mecânica, moagem, 

reestruturação ou cozimento, liberam o ferro cataliticamente ativo da mioglobina e de outras 

proteínas. A interação deste e de outros agentes prooxidantes com os ácidos graxos 

polinsaturados, resulta na geração de radicais livres e na propagação das reações oxidativas. 

Assim, os produtos reestruturados e cozidos apresentam grande possibilidade oxidativa 

(OLIVO, 2006). 

As mortadelas por serem embutidos cárneos em que é permitida a adição de 

até 60 % de CMS (BRASIL, 2000) são altamente suscetíveis às alterações químicas que 

depreciam a sua qualidade (MIELNIK et al., 2003). A utilização de antioxidantes é 

importante para amenizar os efeitos oxidativos indesejáveis e auxiliar na qualidade do produto 

durante sua vida útil (OLIVO, 2006). 

A aplicação de ácido fítico do farelo de arroz como antioxidante em CMS 

ou na formulação de embutido cárneo ainda não foi descrita na literatura. A adição destes 

novos aditivos em substituição aos antioxidantes sintéticos poderá beneficiar a saúde do 

consumidor e contribuir no aspecto tecnológico de produtos cárneos com aumento da validade 

e qualidade. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 MATERIAL 

 
 

4.1.1 Matéria-Prima 

 
 

Foi utilizado como matéria-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 Matelândia - PR. Para a elaboração do embutido cárneo, a 

matéria-prima e os ingredientes foram fornecidos pelo Frigorífico Frimesa, localizado na 

cidade de Medianeira - PR. A elaboração dos embutidos cárneos se deu no Laboratório de 

Industrialização de Carnes da Universidade Tecnológica Federal do Paraná - UTFPR, Campus 

Medianeira. 

 
 

4.1.2 Reagentes 

 
 

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analítica de diferentes 

procedências comerciais, sendo que o padrão de ácido fítico foi o fitato de dodecassódio de 

arroz com pureza > 90 % da Sigma (P0109/Sigma, St.Louis, USA). 

 

 
4.2 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 
 

4.2.1 Preparo de Amostra de Farelo de Arroz para Extração de Ácido Fítico 

 
 

O farelo com granulometria acima de 80 mesh, não sofreu nenhum processo 

de moagem. As amostras foram armazenadas em embalagens de polietileno transparentes, 

seladas e congeladas a -18 °C até o momento de uso. 
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4.2.2 Determinação do Teor de Ácido Fítico 

 

 

O ácido fítico foi extraído em HCl 0,8 M, na proporção de 1:10 (m/v) e 

agitação constante por 2 h. O material foi centrifugado a 400xg por 10 min e obtido o 

sobrenadante que foi adequadamente diluído com água destilada. O teor de ácido fítico foi 

quantificado conforme o procedimento descrito por Latta e Eskin (1980), com modificação da 

resina para Dowex-AGX-4, proposto por Ellis e Morris (1986). No procedimento para 

cromatografia de troca iônica, foi utilizada uma coluna de vidro de 10 cm de comprimento e 1 

cm de diâmetro contendo 0,6 g da resina que foi previamente preparada com eluições 

sucessivas de 10 mL de água destilada, 10 mL de NaCl 0,7 mol.L-1 e 10 mL de água destilada. 

Em seguida, uma alíquota de 2 mL do sobrenadante foi aplicada na coluna, eluída com 10 mL 

de NaCl 0,1 mol.L-1 e 10 mL de NaCl 0,7 mol.L-1 e recolhido 10 mL do último eluato. A 

partir deste eluato, alíquotas de 3 mL foram transferidas para tubos de ensaios e adicionado 1 

mL do reativo de Wade (ácido sulfosalicílico e cloreto férrico). A leitura do complexo 

formado foi realizada em espectrofotômetro UV-Visível (Modelo Libra S22, Marca 

Biochrom) a 500 nm. O resultado foi expresso em g de ácido fítico em 100 g ou mL de 

amostra. 

 

 

4.2.3 Determinação de Umidade 

 

 

O teor de umidade do farelo de arroz foi determinado conforme descrição da 

Association of Oficial Analitical Chemists (AOAC, 2005). 

 

 

4.2.4 Planejamento Experimental para Extração de Ácido Fítico do Farelo de Arroz 

 

 

Para extração de ácido fítico do farelo de arroz foi utilizado o delineamento 

fatorial 24 com triplicata no ponto central, totalizando 19 ensaios que foram realizados 

aleatoriamente. A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento experimental (24). A Tabela 2 

apresenta as quatro variáveis independentes, X1 (concentração de farelo de arroz), X2 
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(concentração de ácido clorídrico), X3 (temperatura), X4 (tempo) e os níveis de variação. A 

variável dependente ou função-resposta (Y) foi expressa como g de ácido fítico extraído em 

100 g de farelo de arroz. As variáveis independentes e os níveis de variação foram 

selecionados em função de estudos preliminares e condições de extração de ácido fítico 

descritas conforme Latta e Eskin, 1980; Han (1988) e Bos et al. (1991). 

Para análise de regressão e variância e superfície de repostas foi utilizado o 

software STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004). A fórmula geral do modelo de superfície de 

resposta foi expressa conforme a Equação 1. 

 

 
 

onde: 
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    Tabela 1 – Matriz dos ensaios do delineamento fatorial 24 com as variáveis independentes 
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Tabela 2 – Variáveis e níveis de variação 

 

 

 

4.2.5 Técnica de Purificação de Ácido Fítico do Farelo de Arroz 

 

 

Após estabelecer a melhor condição de extração do ácido fítico foi 

desenvolvida uma técnica analítica de sua purificação. A melhor condição de extração foi 

estabelecida quando se utilizou 20 g de farelo de arroz e 200 mL de HCl 1 mol.L-1, ou seja, a 

concentração de farelo de arroz foi de 0,100 g/mL, temperatura de 25 °C e tempo de 1 h de 

extração com rotação de 2xg (Modelo MA 830/A, Marca Marconi). A Figura 2 apresenta o 

fluxograma de extração e purificação de ácido fítico do farelo de arroz. Após extração do 

ácido fítico, o pH do meio foi ajustado para 4,5 com NaOH 4 mol.L-1 para precipitação das 

proteínas. Em seguida, o material foi centrifugado a 2000xg por 10 min e obtido o 

sobrenadante contendo o ácido fítico e denominado de S1. 

 

 

4.2.5.1 Efeito do pH do sobrenadante S1 para precipitação do ácido fítico 

 

 

No sobrenadante S1 foi verificada a melhor condição de pH para precipitar 

o ácido fítico. Para variações de pH de 7,0 a 9,0 e intervalos de 0,5 foram utilizadas soluções 

de Na2CO3 1,5 mol.L-1 ou NaOH 4 mol.L-1. Após 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 condições descritas anteriormente e 

denominados de sobrenadantes S2 com os respectivos pHs e quantificado o teor de ácido 
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fítico conforme item 4.2.2. Nos cinco precipitados P2, o ácido fítico foi ressuspenso com 15 a 

20 mL de HCl 1 mol.L-1 e 10 mL de formaldeído e adicionado 0,5 g de terra diatomácea para 

separar as proteínas do farelo de arroz e agitado (Modelo PC-420D, Marca Corning) por 2 h 

em capela de exaustão à temperatura ambiente de 22 a 23 °C. Após repouso de 12 h e 

filtração em papel de filtro qualitativo foram obtidos os sobrenadantes S3 com os respectivos 

pHs e os precipitados P3 descartados. O sobrenadante S3 com maior teor de ácido fítico foi 

utilizado para prosseguir com o processo. 

 

 

4.2.5.2 Efeito do pH do Sobrenadante S3 para Precipitação do Ácido Fítico 

 

 

Para verificar qual foi a melhor condição de pH para precipitar o ácido fítico 

do sobrenadante S3 foi utilizada solução de Na2CO3 1,5 mol.L-1 com variações de pH de 7,0 a 

9,0 e intervalos de 0,5. Após ajuste de pH dos sobrenadantes S3, o material foi filtrado em 

papel de filtro qualitativo para obter os respectivos precipitados P4 e descartados os 

sobrenadantes S4. Todos os precipitados de ácido fítico 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). 

Após definir as melhores condições de cada etapa do processo de 

purificação de ácido fítico foi realizado um processo completo (Figura 2) para confirmar o 

teor de ácido fítico nos precipitados P1, P3 e no sobrenadante S4. 

 

 

4.2.5.3 Rendimento do ácido fítico purificado do farelo de arroz 

 

 

O rendimento foi calculado pela relação entre o teor de ácido fítico do farelo 

de arroz inicial (AFi) e teor de ácido fítico obtido (AFo) multiplicado por 100 (Equação 2). 
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Figura 2 – Processo de extração e purificação de ácido fítico do farelo de arroz 
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4.2.6 Avaliação do Processo de Purificação de Ácido Fítico Obtido do Farelo de Arroz 

 

 

4.2.6.1 Teor de fósforo fítico, fósforo inorgânico e fósforo total 

 

 

A extração e digestão do fósforo fítico do ácido fítico padrão e ácido fítico 

purificado foram realizadas segundo Thompson e Erdman (1982) e determinado 

colorimetricamente segundo Chen et al. (1956). O fósforo inorgânico foi analisado do 

sobrenadante obtido após a extração do fósforo fítico e quantificado do mesmo modo que o 

fósforo total, por espectrometria de emissão óptica com fonte de plasma indutivamente 

acoplado (ICP-OES) (modelo OPTIMA 3000 DV, Perkin Elmer), segundo Sousa et al. 

(2005). 

 

 

4.2.6.2 Teor de proteínas solúveis, nitrogênio e proteínas totais 

 

 

O teor de proteínas solúveis do ácido fítico padrão e purificado foi 

determinado segundo Lowry et al. (1951). O teor de nitrogênio total foi determinado pelo 

método de Kjeldahl e o fator 6,25 foi utilizado para converter o teor de nitrogênio em 

proteínas totais (AOAC, 2005). 

 

 

4.2.6.3 Teor de minerais 

 

 

A digestão do ácido fítico purificado e padrão foi realizada via seca por 

incineração em mufla a 550 °C e o resíduo diluído em HCl 6 mol.L-1. A determinação de Cu, 

Zn, Ni, Co, Mn, Fe, Ca e Mg foi realizada em espectrómetro de emissão óptica com fonte de 

plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (modelo OPTIMA 3000 DV, Perkin Elmer) 

segundo Sousa et al. (2005). A determinação de Na e K foi realizada em fotómetro de chama 

(modelo B462, Micronal) conforme descrito por Dean (1960). 
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4.2.6.4 Solubilidade 

 

 

A solubilidade do ácido fítico purificado foi investigada nos pHs 4,0, 6,0 e 

8,0 em tampão fosfato dissódico e ácido cítrico. Para cada pH foi preparada uma solução 

saturada de ácido fítico purificado e submetida a agitação constante por 12 h, filtrada em 

papel de filtro qualitativo segundo Casagrande et al. (2007). No filtrado foi quantificado o 

teor de ácido fítico conforme descrito no item 4.2.2. 

 

 

4.2.7 Avaliação da Capacidade Antioxidante do Ácido Fítico Purificado do Farelo de Arroz 

 

 

O ácido fítico purificado foi avaliado em triplicata quanto a sua capacidade 

antioxidante por meio de determinação da capacidade redutora do íon ferro pelo ácido fítico 

utilizando a 2,4,6-tripiridil-s-triazina pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant 

Power), capacidade queladora do íon ferro pelo ácido fítico utilizando o método da 

batofenatrolina (BPS) e capacidade inibitória do radical hidroxil pelo ácido fítico utilizando o 

método de deoxirribose. 

 

 

4.2.7.1 Capacidade redutora do íon ferro pelo ácido fítico utilizando a 2,4,6-tripiridil-s-

triazina pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

 

 

O método de FRAP foi realizado conforme descrição de Sánchez-González 

et al. (2005) com algumas modificações e mede a redução férrica de 2,4,6-tripiridil-s-triazina 

(TPTZ) para um produto colorido. Para análise, foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e 

100 L de diferentes concentrações de ácido fítico padrão ou ácido fítico 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 absorbância 

à 593 nm (HUANG et al., 2005) após 30 min à 37 °C. O reagente FRAP foi utilizado como 

branco e preparado com mistura de tampão acetato de sódio 0,3 mmol.L-1 e pH 3,6; solução 

de TPTZ 10 mmol.L-1 em HCl 40 mmol.L-1 e solução de cloreto férrico 20 mmol.L-1 na 

proporção de volumes de 10:1:1, respectivamente, no momento da análise. A solução 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 ácido fítico padrão ou ácido fítico purificado. Os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

 

 

4.2.7.2 Capacidade queladora do íon ferro pelo ácido fítico utilizando o método da 

batofenatrolina (BPS) 

 

 

A atividade queladora do íon Fe2 pelo ácido fítico foi determinada segundo 

o método descrito por Bolanm e Ulvik (1987) que utiliza a BPS como um forte quelador de 

íon ferro e forma um complexo colorido quando ligada a este íon. 

Primeiramente, avaliou-se o tempo de contato entre o íon Fe2+ e o ácido 

fítico padrão por diferentes tempos no meio de reação antes da adição de BPS. Neste ensaio, 

50  mol.L-1 de (NH4)2Fe(SO4)2 e 50 L de ácido fítico padrão nas concentrações 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 reação contendo 125 mmol.L-1 de sacarose, 65 mmol.L-1 de KCl e 10 mmol.L-1 de 

Tris-HCl e pH 7,4 (meio I). Posteriormente, 0,2 mmol.L-1 de BPS foram adicionados e a 

mistura de reação foi mantida a temperatura ambiente por 15 min. A capacidade queladora do 

ferro foi determinada pela formação do complexo colorido Fe2(BPS)3 e leitura em 

espectrofotômetro em 530 e 700 nm conforme Casagrande et al. (2006). 

Após definir o melhor tempo de contato de 60 min de reação entre o ácido 

fítico e íon Fe2+ antes da adição da BPS foram preparadas soluções de ácido fítico padrão ou 

ácido fítico purificado com 3,530 mg/mL em HCl 0,02 mol.L-1. Posteriormente, foram 

diluídas em água deionizada para obter concentrações de 2,2; 4,4; 8,8; 35,3; 88,3; 176,5; 

353,0 e 1765,0 Hg/mL. Para determinação da curva de concentração resposta, 50 . mol.L-1 

de (NH4)2Fe(SO4)2 e 50 L das diferentes concentrações de ácido fítico padrão ou ácido fítico 

purificado foram mantidos a temperatura ambiente por 60 min em 2 mL de meio I. Em 

seguida, foram adicionados 0,2 mmol.L-1 de BPS e seguiu-se o procedimento conforme 

descrito anteriormente. Foram feitos concomitantemente o branco (meio de reação) e o 

controle positivo (meio de reação + Fe2+ + BPS). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

A capacidade antioxidante foi expressa como % de capacidade queladora do 

íon Fe2+  pelo ácido fítico e estimada conforme a equação (3). 
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Onde, Aa é a absorbância da amostra (530 nm - 700 nm) e A0 é a absorbância do controle 

positivo (530 nm - 700 nm). 

 

 

4.2.7.3 Capacidade inibitória do radical hidroxil pelo ácido fítico utilizando o método de 

deoxirribose 

 

 

A diminuição da formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

provenientes da degradação do açúcar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela reação de 

Fenton foi determinada segundo Halliwell et al. (1987). Preparou-se uma solução de ácido 

fítico padrão a 14,1200 mg/mL em água deionizada, que foi posteriormente diluída nas 

seguintes concentrações: 0,0282; 0,1412; 0,3530; 0,7060; 1,4120; 1,7650; 2,8240 e 7,0600 

mg/mL. Para o ácido fítico purificado preparou-se uma solução saturada em água deionizada 

que foi filtrada e quantificado o teor de ácido fítico de 2,2800 mg/mL conforme item 2.2.6. O 

resultado foi expresso em g de ácido fítico em 100 g de amostra. Em seguida, procedeu-se a 

diluição desta solução obtendo-se as concentrações 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 tampão KH2PO4-KOH (20 

mmol.L-1, pH 7,4), 100 mol.L-1 de ascorbato, 500 L das diferentes concentrações de ácido 

fítico padrão ou ácido fítico purificado, 2,8 mmol.L-1 de deoxirribose, 1 mmol.L-1 de H2O2, 

50 mol.L-1 de Fe3Cl.6H2O, 52 mol.L-1 de EDTA e os tubos foram incubados a 37 °C por 30 

min. Após este período, 1 mL de TBA 1 % preparado em 50 mmol.L-1 de NaOH, 100 L de 

NaOH 10 mol.L-1 e 500 uL de H3PO4 4 mol.L-1 foram adicionados aos tubos e incubados a 

85°C por 20 min. 

Foi avaliada a formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico a 

535 nm a temperatura ambiente, principalmente como malonaldeído (MDA) devido à 

degradação de deoxirribose causada pelo radical hidroxil. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro em 535 nm a temperatura ambiente de 22 a 23°C. Foram feitos 

concomitantemente o branco (ausência de deoxirribose), o controle positivo (ausência de 
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ácido fítico) e acompanhado com um controle negativo (ausência de ferro). Assim, a atividade 

antioxidante foi expressa como porcentagem (%) de inibição do radical hidroxil pelo ácido 

fítico e estimada conforme a Equação 3. 

 

 

4.2.7.4 Precisão dos métodos analíticos 

 

 

A precisão da análise para a determinação da capacidade queladora do íon 

ferro pelo ácido fítico padrão utilizando o método de BPS foi determinada pela repetibilidade 

(intra-ensaio) e precisão intermediária (inter-ensaio). A repetibilidade, para o ensaio foi 

avaliada no mesmo dia por meio de análises de amostras com a mesma concentração (40 e 

180 g/mL de ácido fítico padrão). A precisão intermediária foi determinada nas mesmas 

concentrações e comparadas as análises em 3 dias diferentes. A repetibilidade (intra-ensaio) e 

precisão intermediária (inter-ensaio) do ensaio de deoxirribose foi avaliada por Filgueiras et 

al. (2009) e do método de FRAP não foi determinado por ser negativo para o ácido fítico. 

 

 

4.2.8 Avaliação do potencial antioxidante do ácido fítico purificado do farelo de arroz em 

CMS de aves e embutido cárneo 

 

 

4.2.8.1 Ácido fítico purificado como antioxidante em CMS de frango 

 

 

O ácido fítico padrão 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-1 e 10 mmol.L-1 de ácido fítico padrão por kg de CMS e outras duas 

amostras com 5 mmol.L-1 e 10 mmol.L-1 de ácido fítico 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 após a adição do ácido fítico (tempo zero), 

as amostras foram armazenadas por 120 dias e em intervalos de 15 dias foram analisados em 
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triplicata, a oxidação lipídica conforme o item 4.2.8.2 e o aroma de requentado conforme o 

item 4.2.8.3. 

 

 

4.2.8.2  Medida de oxidação lipídica 

 

 

A oxidação lipídica foi determinada pelo índice 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 recomendações de Shahidi 

et al. (1985) no que se refere a adição de sulfanilamida para as amostras que contêm nitrito. 

Para a quantificação em triplicata foram utilizados 10 gramas de amostra 

submetidos a hidrólise com 98 mL de água deionizada, 2,5 mL de ácido clorídrico 4 mol.L-1 e 

2 gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 + 1,3 partes de Tween 20), em erlenmeyer de 

500 mL. Em seguida, esta solução foi destilada por 10 min e coletados 50 mL de destilado, o 

qual foi homogeneizado e em triplicata, alíquotas de 5 mL foram transferidas para um tubo de 

ensaio com tampa rosqueável. Posteriormente, adicionou-se 5 mL de solução de TBA 0,02 

mol.L-1 e estes foram colocados em banho-maria a 85°C por 35 min, resfriados a temperatura 

ambiente e feita a leitura em espectrofotômetro UV - Visível (modelo Libra S22, Marca 

Biochrom) a 530 nm. Uma curva padrão foi preparada utilizando solução de 1,1,3,3-

tetraetoxipropano (TEP) em água deionizada nas concentrações de 0,004 a 1,0 mol.L-1 de 

TEP. Para verificar a exatidão do método foi realizada a recuperação do mesmo a partir da 

comparação de absorbâncias da solução padrão, da solução padrão adicionada de amostra e da 

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

 

 

4.2.8.3 Determinação 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 refrigeração a 6 ± 1 °C com luz 
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fluorescente. Após este período, 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 oxidação lipídica foi medida em triplicata 

conforme descrito no item 

 

 

4.2.8.4 Avaliação do ácido fítico e eritorbato de sódio na estabilidade oxidativa de mortadela  

 

 

4.2.8.4.1 Preparo da mortadela 

 

 

As matérias-primas e os aditivos utilizados para a elaboração das mortadelas 

estão descritos na Tabela 3. O ácido fítico purificado, o ácido fítico padrão e o eritorbato de 

sódio foram adicionados juntamente com os demais aditivos de cada formulação nas 

quantidades estabelecidas no DCCR (Tabela 4). As formulações de mortadela foram 

elaboradas utilizando 60 % de CMS de aves como limite máximo 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 automática 

(modelo Unimatic 1000, marca Eller, Merano, Itália) em quatro etapas, sendo três 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 %. Após o cozimento, foi realizado o choque térmico por 15 

min com água a temperatura ambiente na própria estufa de cozimento. 

 

 

4.2.8.4.2 Delineamento Experimental 

 

 

Foram realizados dois Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais 

(DCCR), cada um com duas variáveis independentes, três pontos centrais e quatro pontos 

axiais, totalizando 11 ensaios em cada delineamento. Os níveis das variáveis independentes 
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XE (eritorbato de sódio), XP (ácido fítico padrão) e XF (ácido fítico purificado) foram 

selecionados com base na Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998 (BRASIL, 1998). Os 

ensaios para elaboração das mortadelas foram realizados aleatoriamente e posteriormente, 

mantidas a 30 °C em estufa tipo BOD (modelo TE-391, marca TECNAL, São Paulo, Brasil) 

por 30 dias. As amostras foram avaliadas em triplicata quanto a oxidação lipídica (item 

4.2.8.2). A Tabela 4 apresenta a matriz do DCCR e a Tabela 5 apresenta as variáveis 

independentes, XE (eritorbato de sódio), XP (ácido fítico padrão), XF (ácido fítico purificado) 

e os níveis de variação. Os modelos propostos para os delineamentos foram expressos 

conforme a Equação 4 e Equação 5. 

 

 
 

onde: 
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Tabela 3 – Matérias-primas e aditivos para elaboração de mortadela de frango 

 

 

Tabela 4 – Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as 
variáveis independentes 
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Tabela 5 – Variáveis e níveis de variação 

 

 

 

4.2.9 Análise Estatística 

 

 

Os resultados obtidos nas etapas de extração do ácido fítico do farelo de 

arroz foram analisados estatisticamente pelo uso do programa STATISTICA 7.0 

(STATSOFT, 2004). 

Para análise estatística por ANOVA das etapas de purificação foi utilizado o 

mesmo programa seguido pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média ± 

desvio padrão da média (DPM) e considerado significativamente diferente quando p < 0,05. 

Para avaliar a influência do tempo no método de BPS os dados foram 

estatisticamente analisados utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de 

comparações múltiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism®, Versão 4.00, 2003). As 

concentrações de ácido fítico padrão ou purificado para inibir o processo oxidativo em 50 % 

(IC50) foi estimada pelo mesmo software utilizando uma curva hiperbólica. Os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão médio (EPM) e considerado significativamente 

diferente quando foi obtido p < 0,05. 

Para avaliação do ácido fítico purificado do farelo de arroz como 

antioxidante em CMS foi utilizado a ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparações 

múltiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism, Versão 4.00, 2003). Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e considerado significativamente 

diferente quando p < 0,05. Foi utilizado o software STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004) 

para análise de regressão e variância e curvas de contorno utilizando o DCCR para a 

mortadela. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 

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

 

 

Os resultados obtidos estão redigidos na forma de três artigos científicos e 

de resumos apresentados em eventos científicos e de iniciação científica, conforme segue. 
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5.1 Artigo Científico 1: Extraction and Purification Techniques for Rice Bran Phytic 

Acid. Submetido ao Journal of Food Composition and Analysis. As normas para 
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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 24 factorial design with 
triplicates at the central point was used, and the effects of concentration of rice bran and HCl, 
time and temperature were investigated. During purification, different pH values were tested 
with addition of 1.5 mol.L-1 Na2CO3 or 4.0 mol.L-1 NaOH. The results showed that 
temperature, time and HCl 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 Fe2+ 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-1 and endosperm with 1.2 g.100 g-1 (O'Dell et al., 1972). Rice bran, 

consisting of pericarp, aleurone and germ, has a high concentration of PA ranging from 5.94 

to 6.09 g.100 g-1 (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-1 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-1 HCl at a concentration of 0.1 g.mL-1 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-1), X2 (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 (24) 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: 

 

where 

 
 

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, São Paulo, Brazil) with 1.0 mol.L-1 HCl and a 

concentration of rice bran of 0.1 g.mL-1. The pH of the extract containing PA was adjusted to 

4.5 with a solution of 4 mol.L-1 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 (S1) and pellet (P1) were obtained. 
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Effect of pH on PA precipitation 

In S1, the best pH conditions for precipitating and reducing the losses of PA were 

found with a solution of 1.5 mol.L-1 Na2CO3 or 4 mol.L-1 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 S1, 

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 (P2) were 

obtained: 5 from the precipitation with 1.5 mol.L-1 Na2CO3 and 5 from the precipitation with 

4 mol.L-1 NaOH. The P2 pellets containing PA were resuspended with 1 mol.L-1 HCl, 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 (S3) the best pH condition for PA precipitation was found with a 1.5 mol.L-1 

Na2CO3 solution and varying the pH value from 7.0 to 9.0 in increments of 0.5. After 

adjusting the pH of S3, 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, São 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 X2 (concentration of HCl), X3 (temperature) and X4 (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-1 HCl 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-1 (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 X1 (rice bran concentration) and the 

interactions X2X4 and X3X4 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-1 HCl 

(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 X2, X3 and X4. The model (Equation 2) that best 

represented the process of PA extraction contained only the significant variables, such as X2 

(concentration of HCl), X3 (temperature) and the interaction between X2 and X3. The 

nonsignificant parameters were incorporated into the residuals to calculate the analysis of 

variance (ANOVA) (Table 3). 

 

 
 

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

variables X2 (concentration of HCl) 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-1 HCl (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-1 HCl (x 2 = +1) was used, the concentration of rice 

bran was maintained of at 0.1 g.mL-1 (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 X2, X3 and the X2X3 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 (Y) 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 S2 (Table 4) after 

adjusting the pH with solutions of 1.5 mol.L-1 Na2CO3 or 4 mol.L-1 NaOH. The minimum loss 

occurred when the pH of supernatant S2 was adjusted with 1.5 mol.L-1 Na2CO3 from 8.0 to 9.0 

or with 4.0 mol.L-1 NaOH from 8.5 to 9.0. The PA content did not differ among groups (p > 

0.05) when 1.5 mol.L-1 Na2CO3 or 4 mol.L-1 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-1 Na2CO3, 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 NaHCO3 to adjust the pH of the acid extract to 7.0 and 8.0. Inorganic phosphorus 

(Na2HPO4) were discarded through precipitation because were formed the insoluble 

Ca(HCO3)2 and Mg(HCO3)2. 

In the step for precipitating PA in supernatant S3, only 1.5 mol.L-1 Na2CO3 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-1 Na2CO3 decreased the purity 

grade because larger volumes of 1.5 mol.L-1 Na2CO3 were used for the precipitation. The 

maximum degree of purity was obtained when the S3 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 S3 pH 

was adjusted to 7.0 using 1.5 mol.L-1 Na2CO3 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 S2 and S3 with 1.5 mol.L-1 Na2CO3 with the determination of PA in pellets P1 and 

P3 and supernatant S2 and supernatant S4 (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 

g.100 g-1 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-1 and of the purified PA 

was 64.63 ± 2.77 mg.g-1, which corresponded to 94.12 g.100 g-1 and 62.21 g.100 g-1 of total P. 

The inorganic P content was 0.01 ± 0.00 mg.g-1 and 0.11 ± 0.00 mg.g-1 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-1 in the standard PA and 3.90 

g.100 g-1 in the purified PA. Mg was the predominant mineral in the purified PA, with 58.31 

g.100 g-1 of total minerals. Sodium accounted for 97.63 g.100 g-1 and 28.22 g.100 g-1 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-1), while pH 6.0 and 8.0 (7.45 ± 0.88 and 

6.44 ± 0.41 mg.mL-1) 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 HCl concentration and the extraction time were significant (p < 0.05), while 

the concentration of rice bran (g.mL-1) 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 

X2 (HCl 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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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Table 1 – Planning assay 24 matrix with independent variables, experimental responses (Y) 

and estimated responses  of phytic acid extracted from rice bran 

 
* Mean ± standard deviation (n=3). 
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Table 2 – Regression coefficients for response = g of extracted phytic acid.100 g-1 of 
sample 
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Table 3 – Linear ANOVA model for predicting the extraction of rice bran phytic acid 
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Table 4 – Phytic acid contents of the supernatant S2 with adjustments of pH with 1.5 mol.L-1 
Na2CO3 or 4 mol.L-1 NaOH 

 

* 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). 
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Table 5 – Purity and yield of purified rice bran phytic acid in rice bran for different pH values 
of S3 created with 1.5 mol.L-1 Na2CO3 

 

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 

 

* 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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5.2 Artigo Científico 2: Capacidade Antioxidantes do Ácido Fítico Purificado de Farelo 

de Arroz. Submetido à Química Nova. As normas para publicação estão anexadas após 
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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 Fe2+ 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 IC50 of 4.39mg/mL and 

IC50 of 7.54mg/mL, respectively. In the method with deoxirribose the standard PA inhibited 

the hydroxyl radical with IC50 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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INTRODUÇÃO 

O ácido fítico (AF) ou 1,2,3,4,5,6 hexafosfato de hidrogênio (IP6) é uma molécula 

carregada negativamente em ampla faixa de pH e possui 12 prótons substituíveis.1 Estas 

características permitem a formação de complexos devido a sua capacidade quelante com 

metais polivalentes, especialmente cátions di e trivalentes, tornando-os bioindisponíveis.2,3 O 

AF está distribuído nos diferentes componentes do arroz e 80% do fósforo fítico está 

concentrado no pericarpo e aleurona, 7,6% no germe e 1,2% no endosperma.4 O farelo de 

arroz é constituído de pericarpo, aleurona e o germe que apresenta elevado teor de AF, 

próximo de 6,02%.5 

O AF é um antioxidante efetivo e economicamente viável para preservar materiais 

biológicos sensíveis ao oxigênio devido a sua capacidade quelante de íons metálicos 

multivalentes, especialmente ferro, zinco e cálcio.6 A capacidade de formar quelato com o 

ferro tornado-o cataliticamente inativo faz com que o AF seja um forte inibidor da produção 

de radical hidroxil (OH') mediada pelo ferro.7 Além disso, altera o potencial redox do ferro 

mantendo-o na forma férrica (Fe3+). Este efeito oferece proteção contra danos oxidativos, 

visto que o Fe2+ causa produção de oxiradicais de lipídios, enquanto que o Fe3+ é 

relativamente inerte.6,8 

Uma maneira de combater o estresse oxidativo e a oxidação lipídica em alimentos 

consiste na utilização de antioxidantes para impedir ou diminuir o desencadeamento das 

reações oxidativas.9,10 Os antioxidantes sintéticos mais utilizados são 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, são amplamente investigados.11,12 Os principais antioxidantes 

naturais que se destacam são o ácido ascórbico,13,14,15 vitamina E,16,17 vitamina A e 

carotenóides,18 compostos fenólicos,11 extratos de plantas,12 -orizanol19,20 e AF 3,6,8,13,21,22,23,24
 

Filgueiras et al24 confirmaram o potencial antioxidante do AF purificado do germe de 

milho por meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina e concluíram que a 

capacidade antioxidante aumentou com a elevação da concentração do AF purificado. A ação 

antioxidante de AF de extratos alcoólicos obtidos de arroz selvagem reduziu 
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significativamente o TBARS quando adicionados a carne bovina e gordura suína 

armazenadas sob refrigeração.25 

Vários métodos foram desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante de 

um composto químico.26 Porém, não existe um método preciso simples e universal que 

permite uma comparação adequada de resultados,27 além disso os diversos métodos são 

utilizados para avaliar diferentes mecanismos antioxidantes. O método de FRAP (Ferric 

Reducing Antioxidant Power) mede a redução férrica de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para 

um produto colorido.28 O método da batofenantrolina (BPS) utiliza o sistema de quelar íons 

Fe2+ 29 e o método da deoxirribose verifica a diminuição da formação de substâncias reativas 

ao TBA provenientes da degradação do açúcar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela 

reação de Fenton.27 

Portanto, considerando a atuação do AF como antioxidante, suas várias aplicações e 

elevada concentração 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 extração com HCl 1,0 mmol.L-1 (1:10 p/v), 25 °C e agitação a 2 g por 1 h seguido de ajuste 

de pH, etapas de precipitação, filtração e secagem. Foi utilizado como padrão o fitato de 

dodecassódio do arroz (P0109, Sigma) com pureza >90%. Os reagentes 2-deoxi-D-ribose e 

o ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (TROLOX) foram obtidos da Sigma 

(St. Louis, USA) e batofenantrolina dissulfônica ácida (BPS) e 2,4,6-tri-piridil-s-triazina 

(TPTZ) da Acros Organics (Geel, Bélgica). Os demais reagentes foram obtidos de outras 

procedências comerciais e de grau analítico para análise. 
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Capacidade redutora do íon ferro pelo AF utilizando o método de FRAP 

O poder de redução do AF foi avaliado de acordo com Sánchez-Gonzalez et al.28 com 

algumas modificações. Para análise, foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e 100 L de 

diferentes concentrações de AF padrão ou ácido 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 à 593 

nm30 após 30 min à 37 °C. O reagente FRAP foi utilizado como branco e preparado com 

mistura de tampão acetato de sódio 0,3 mmol.L-1 e pH 3,6; solução de TPTZ 10 mmol.L-1 em 

HCl 40 mmol.L-1 e solução de cloreto férrico 20 mmol.L-1 na proporção de volumes de 10:1:1, 

respectivamente, no momento da análise. A solução foi incubada a 37°C por 30 min. O poder 

redutor foi expresso como umol equivalente de Trolox por grama de AF padrão ou do farelo 

de arroz. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
 

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

A capacidade queladora do íon Fe2+ pelo AF foi determinada segundo Bolanm & 

Ulvik29 utilizando a BPS. Primeiramente, avaliou-se o tempo de contato entre o íon Fe2+ e o 

AF padrão por diferentes tempos no meio de reação antes da adição de BPS. Neste ensaio, 

50 mmol.L-1 de (NH4)2Fe(SO4)2 e 50 L de AF padrão nas concentrações de 4,41; 17,65 e 

141,20 g/mL foram mantidos em contato por 0, 15, 30, 60 ou 120 min em 2 mL de meio de 

reação contendo 125 mmol.L-1 de sacarose, 65 mmol.L-1 de KCl e 10 mmol.L-1 de Tris-HCl e 

pH 7,4 (meio I). Posteriormente, 0,2 mmol.L-1 de BPS foram adicionados e a mistura de 

reação foi mantida a temperatura ambiente por 15 min. A capacidade queladora do ferro foi 

determinada pela formação do complexo colorido Fe2(BPS)3 e leitura em espectrofotômetro 

em 530 e 700 nm conforme Casagrande et al.31 

Após definir o melhor tempo de contato de 60 min de reação entre o AF e íon Fe2+ 

antes da adição da BPS foram preparadas soluções de AF padrão ou AF purificado do farelo 

de arroz com 3,530 mg/mL em HCl 0,02 mmol.L-1. Posteriormente, foram diluídas em água 

deionizada para obter concentrações de 2,2; 4,4; 8,8; 35,3; 88,3; 176,5; 353,0 e 1765,0 

g/mL. Para determinação da curva de concentração resposta, 50 mol.L-1 de 

(NH4)2Fe(SO4)2 e 50 L das diferentes concentrações de AF padrão ou AF purificado do 
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farelo de arroz foram mantidos a temperatura ambiente por 60 min em 2 mL de meio I. Em 

seguida, foram adicionados 0,2 mmol.L-1 de BPS e seguiu-se o procedimento conforme 

descrito anteriormente. Foram feitos concomitantemente o branco (meio de reação) e o 

controle positivo (meio de reação + Fe2+ + BPS). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

A capacidade antioxidante foi expressa como % de capacidade queladora do íon Fe2+ 

pelo AF e estimada conforme a equação (1). 

 

 

Onde, Aa é a absorbância da amostra (530 nm - 700 nm) e A0 é a absorbância do controle 

positivo (530 nm - 700 nm). 
 

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

A diminuição da formação de substâncias reativas ao TBA provenientes da 

degradação do açúcar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela reação de Fenton foi 

determinada segundo Halliwell et al.27 Uma solução de AF padrão a 14,12 mg/mL foi 

preparada com água deionizada e posteriormente diluída para obter as concentrações 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 solução saturada em água deionizada, filtrada 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 modificações da resina para DOWEX-AGX-4 conforme Ellis 

& Morris.33 Em seguida, procedeu-se a diluição desta solução para obter as concentrações 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 tampão KH2PO4-KOH (20 mmol.L-1 e pH 7,4), 100 mol.L-1 de 

ascorbato, 500 L das diferentes concentrações de AF padrão ou AF purificado do farelo de 

arroz, 2,8 mmol.L-1 de deoxirribose, 1 mmol.L-1 de H2O2, 50 mol.L-1 de Fe3Cl.6H2O, 52 

mol.L-1 de EDTA. Os tubos, contendo a mistura de reação, foram incubados a 37°C por 30 

min. Após este período, 1 mL de TBA 1% preparado em 50 mmol.L-1 de NaOH, 100 L de 
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NaOH 10 mol.L-1 e 500 L de H3PO4 20% foram adicionados aos tubos e os mesmos foram 

incubados a 85 °C por 20 min. A leitura foi realizada em espectrofotômetro em 535 nm a 

temperatura ambiente. Foram feitos simultaneamente o branco (ausência de deoxirribose), o 

controle positivo (ausência de AF) e um controle negativo (ausência de ferro). A capacidade 

antioxidante foi expressa como % de inibição do radical hidroxil pelo AF conforme a equação 

(1). 
 

Precisão do Método 

A precisão da análise para a determinação da capacidade queladora do íon ferro pelo 

AF padrão utilizando o método de BPS foi determinada pela repetibilidade (intra-ensaio) e 

precisão intermediária (inter-ensaio). A repetibilidade, para o ensaio foi avaliada no mesmo 

dia por meio de análises de amostras com a mesma concentração (40 e 180 g/mL de AF 

padrão). A precisão intermediária foi determinada nas mesmas concentrações e comparadas 

as análises em 3 dias diferentes. A repetibilidade (intra-ensaio) e precisão intermediária 

(inter-ensaio) do ensaio de deoxirribose foi avaliada por Filgueiras et al.24 e do método de 

FRAP não foi determinado por ser negativo para o AF. 
 

Análises Estatísticas 

Para avaliar a influência do tempo no método de BPS os dados foram 

estatisticamente analisados utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de 

comparações múltiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism®, Versão 4.00, 2003). As 

concentrações de AF padrão ou purificado do farelo de arroz para inibir o processo oxidativo 

em 50% (IC50) foi estimada pelo mesmo software utilizando uma curva hiperbólica. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão médio (EPM) e considerado 

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

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

O método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) determina a redução férrica 

de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para um produto colorido. A reação detecta compostos 

com potencial redox <0,7 V (o potencial redox do Fe3+-TPTZ). Em condições ácidas, o íon 

Fe2+ forma um complexo de coloração amarela com 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (Fe2+-TPTZ) 

que pode ser medido em espectrofotômetro em 593 nm.28 

O íon Fe3+ ou ferro quelato pode iniciar as reações da peroxidação lipídica na 

presença de um agente redutor do Fe3+ para Fe2+,34 visto que o Fe2+ é o que causa a 

produção de oxiradicais e peroxidação de lipídios, enquanto o Fe3+ é relativamente inerte.6,8 

Neste ensaio, não foi detectada a capacidade redutora do íon ferro pelo AF padrão ou AF 

purificado do farelo de arroz utilizando a TPTZ e confirma os estudos de Lee & Hendricks,13 

que ao adicionarem o AF, provocou a oxidação do Fe2+ para Fe3+. Segundo os mesmos 

autores, este é um outro fator que o caracteriza como inibidor da formação de radicais 

hidroxil pela reação de Fenton e consequentemente relaciona com a sua habilidade de inibir 

a formação de TBARS pela degradação da deoxirribose, ou seja, o AF altera o potencial 

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

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

A BPS é um forte quelador de íon ferro e forma com este íon um complexo colorido 

com forte absorção em 530 e 700 nm. Os metais de transição como o ferro pode catalisar a 

geração de espécies reativas de oxigênio como o radical hidroxil  e o ânion superóxido 

, que podem propagar a peroxidação lipídica via reação em cadeia.35 

A Figura 1 apresenta o efeito de diferentes concentrações de AF padrão e tempos de 

contato com o ferro para formação do complexo Fe2+ e AF antes da adição da BPS. A 

capacidade queladora do AF padrão foi dependente significativamente da concentração do 

AF, ou seja, aumentou com elevação da concentração de 0,110 a 3,530 |jg/mL de AF e do 

tempo de contato com o ferro para a formação do complexo Fe2+-AF antes da adição da 

BPS, confirmando assim o potencial do AF em quelar os íons Fe2+. Porém, foi observada 
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uma maior afinidade entre a BPS e o Fe2+ do que o AF e o Fe2+, pois quando o AF e BPS 

foram adicionados simultaneamente no meio de reação, ou seja, no tempo 0, ocorreu uma 

baixa capacidade queladora do AF pelo íon Fe2+. No entanto com contato prévio de 15, 30, 

60 ou 120 min entre o AF padrão e o Fe2+ antes da adição de BPS, a capacidade queladora 

do AF pelo íon Fe2+ aumentou significativamente (p < 0,05). Assim, foi estabelecido o tempo 

de 60 min como o tempo de contato entre o AF e o Fe2+ 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 não foi estável, ou seja, apresentou baixa absorbância 

do controle positivo provavelmente devido à oxidação do ferro quando exposto por tempo 

prolongado em solução antes da adição da BPS (Figura 2). 

Quando comparada a capacidade queladora de Fe2+ do AF padrão e AF purificado do 

farelo de arroz após 60 min de adição de BPS, foi observado um IC50 de 4,39 g/mL e IC50 de 

7,54 g/mL, respectivamente (Figuras 3A e 3B). Estes resultados demonstraram que o AF 

padrão apresentou uma maior capacidade de quelação de íons Fe2+, quando comparado ao 

AF purificado do farelo de arroz. Resultados semelhantes também foram descritos por 

Filgueiras et al.24 que avaliaram a capacidade queladora do AF purificado do germe de milho 

utilizando o ensaio da BPS e observaram maior capacidade de quelação de íons Fe2+ pelo 

AF padrão. 

Embora haja evidências de que a capacidade antioxidante do AF depende da 

quelação do íon Fe2+, o mecanismo de interação entre o AF e minerais ainda não está 

totalmente esclarecido.36 Os resultados do ensaio da batofenantrolina comprovaram que o 

AF forma um quelato com o ferro tornando-o cataliticamente inativo.7 Este efeito oferece 

proteção contra danos oxidativos, visto que o Fe2+ causa produção de oxiradicais e 

peroxidação de lipídios,6,8 ocasionando o desenvolvimento de sabores indesejáveis, 

descoloração e perda do valor nutricional dos alimentos devido à destruição de vitaminas e 

ácidos graxos essenciais e produção de substâncias potencialmente tóxicas como óxidos de 

colesterol e o malonaldeído, que é o maior produto secundário da oxidação lipídica, e 

apresenta efeito citotóxico, carcinogênico, mutagênico, sendo detectado com o 2-ácido 

tiobarbitúrico que é a base de muitos testes utilizados para investigar a rancificação.9,37 
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A precisão do ensaio utilizando a BPS também foi avaliada e os coeficientes de 

variação (CV) intra-ensaios variaram de 6,34 a 9,39% para concentração de 40 g/mL e de 

2,89 a 4,22% para a concentração de 180 g/mL de AF padrão. Os CV inter-ensaio para as 

concentrações de 40 g/mL e de 180 g/mL, foram respectivamente de 9,84 e 5,99%. 

Segundo ANVISA, o CV menor do que 15% indica que o método apresenta uma boa 

precisão.38 

 
 

Figura 1, Figura 2 e Figura 3 
 
 

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

O método de deoxirribose foi utilizado para verificar se o AF é eficiente na inibição do 

radical hidroxil que atua na degradação do açúcar deoxirribose, formando substâncias 

reativas ao TBA. Na Figura 4A, observa-se que o AF padrão apresentou IC50 de 0,70 mg/mL, 

enquanto que o AF purificado do farelo de arroz apresentou capacidade de inibição do 

radical hidroxil máxima, próxima de 40% (Figura 4B), provavelmente devido sua baixa 

pureza (60%) em relação ao padrão (>90%) e a sua solubilidade que na concentração 

máxima em solução, não foi suficiente para bloquear o sítio de coordenação reativo do 

complexo Fe3+-EDTA. A formação de radicais hidroxilas catalisada pelo ferro requer a 

disponibilidade de pelo menos um sítio de coordenação reativo e muitos quelantes 

aumentam a função catalítica deste íon. Entretanto, existem poucos quelantes que 

preservam a solubilidade do ferro e o tornam totalmente inerte, como ocorre com o AF.39 Em 

soluções aquosas os seis sítios de coordenação do ferro trivalente são ocupados pela água 

ou íons hidróxido. Muitos agentes quelantes deslocam cinco destes ligantes e formam um 

quelato pentadentado com a água ocupando o sexto sítio de coordenação. No caso do EDTA 

que foi utilizado no ensaio da deoxirribose, ocorre a formação de um quelato hexadentado, 

porém, devido seu pequeno tamanho este distorce o quelato e produz um sétimo sítio 

disponível para a água, aumentando a solubilidade do ferro. Entretanto, o AF é o único que 

ocupa os seis sítios de coordenação e desloca todas as águas de coordenação do complexo 
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Fe3+-fitato40 e é um dos raros quelantes que em proporções molares de 0,25 ou mais de 

fitato para ferro, bloqueiam a geração de radicais livres.39 

 
 

Figura 4 e Figura 5 
 
 

CONCLUSÃO 

No método utilizando a BPS, o AF purificado do farelo de arroz apresentou capacidade 

queladora do íon ferro que foi dependente da concentração e tempo de contato com o ferro 

para a formação do complexo Fe2+-AF antes da adição da BPS. Além disso, foi observada a 

inibição do radical hidroxil pelo AF que confirma também esta importante capacidade 

antioxidante. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS 
 
 
 

Figura 1. Capacidade queladora do íon Fe2+ pelo AF padrão. As concentrações de AF 
utilizadas foram 0,11; 0,44 e 3,53 mg/mL. BPS foi adicionada imediatamente ou após 15, 30, 
60 e 120 min da adição do ferro. A análise estatística foi realizada utilizando-se ANOVA de 
uma via seguido de comparações múltiplas de Bonferroni. *Diferença estatística significativa 
em relação à BPS adicionada após 120 min e # Diferença estatística significativa em relação 
a BPS adicionada após 60 min (p<0,05) (n = 3). 
 
Figura 2. Absorbâncias dos controles positivos nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 min. A análise 
estatística foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido de comparações múltiplas 
de Bonferroni. *Diferença estatística significativa em relação à BPS adicionada 
imediatamente (tempo zero) (p<0,05) (n = 3). 
 
Figura 3. Capacidade queladora do AF padrão (A) ou do AF obtido do farelo de arroz (B) 
pelo íon Fe2+ por meio de ensaio de batofenantrolina. Resultados expressos como média ± 
EPM (n = 3). 
 
Figura 4. Capacidade inibidora do radical hidroxil pelo AF padrão (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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5.3 Artigo Científico 3: Ácido Fítico do Farelo de Arroz como Antioxidante em Carne 

Mecanicamente Separada (CMS) e Mortadela de Frango. Será submetido a Food 

Chemistry. As normas para publicação estão anexadas após o artigo. 
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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 Introdução 

O ácido fítico é um antioxidante efetivo e economicamente viável por apresentar 

elevada capacidade quelante de íons metálicos multivalentes, especialmente ferro, zinco e 

cálcio. Ao formar um quelato com o ferro, o ácido fítico inativa sua ação catalítica e inibe a 

produção de radical hidroxil ('OH) mediada pelo ferro (Graf & Eaton, 1985). O ácido fítico 

também se destaca pelo benefício à saúde na redução do nível de colesterol e hipertensão 

(Hasler, Kundrat, & Wool, 2000), tratamento de cálculo renal (Jenab & Thompson, 2002), 

diabetes (Lee, Park, Chun, Cho, Cho, & Lillehoj, 2006) e na inibição de câncer (Bode & 

Dong, 2000, Jenab & Thompson, 2000; Steer & Gibson, 2002; Verghese, Rao, Chawan, 

Walker, & Shackelford, 2006; Kumar, Sinha, Makkar, & Becker, 2010). A aplicação de 

0,50% de ácido fítico de farelo de arroz adicionados na água de beber, após indução tumoral, 

reduziu o risco de câncer de cólon em ratos (Norazalina, Norhaizan, Hairuszah, & 

Norashareena, 2009). 

A oxidação lipídica é um fator limitante na qualidade e aceitabilidade de carnes e 

produtos cárneos (Morrissey, Sheehy, Galvin, Kerry, & Buckley, 1998). Em produtos 

cárneos, o eritorbato de sódio é um dos antioxidante mais utilizados e capaz de prevenir o 

desenvolvimento da rancidez oxidativa quando aplicado em concentrações acima de 100 ppm 

(Gray & Pearson, 1987). É permitido o seu uso como antioxidante em produtos cárneos em 

quantidade suficiente para a obtenção da característica desejável e acordo com a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil, 1998). Em função do seu alto poder redutor, acelera 

a formação e estabiliza a cor de carnes curadas com nitrito (Counsell & Horning, 1981). Em 

diversos países o ácido fítico também é utilizado para prevenir a descoloração, inibir a 

oxidação lipídica, melhorar a qualidade nutritiva e prolongar a validade dos alimentos, porém 

no Brasil ele não é utilizado para este fim. O potencial antioxidante do ácido fítico 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 indústria cárnea, a oxidação lipídica afeta principalmente a carne mecanicamente 

separada (CMS) ou carne mecanicamente desossada (CMD), que são termos genéricos 

utilizados à carne que permanece firmemente aderida aos ossos após a retirada dos cortes 

cárneos (Brasil, 2000). A rápida oxidação da CMS se deve à presença de gorduras 

insaturadas, incorporação de ar e grande parte da medula óssea que reduzem a qualidade da 

CMS armazenada sob congelamento por longos períodos (Field, 1988). 

Em abatedouros de aves há uma elevada disponibilidade de CMS e um dos principais 

usos é sua utilização como matéria-prima em embutidos cárneos cozidos. Embutidos cárneos 

cozidos tipo mortadela podem conter até 60% de CMS (Brasil, 2000) e devido a sua 

composição são altamente suscetíveis a alterações de ordem físico-química e microbiológica 

que depreciam a sua qualidade (Mielnik, Aaby, & Skrede, 2003). Dentre as principais 

alterações está também a oxidação lipídica que é difícil de ser controlada, por sua 

complexidade e variabilidade. A utilização de antioxidantes é importante para amenizar os 

efeitos oxidativos indesejáveis e auxiliar na qualidade do produto durante sua vida útil (Olivo, 

2006). 

A indústria cárnea necessita melhorar a estabilidade da CMS e produtos cárneos que 

estão propensos a uma rápida oxidação e o estudo de novos ingredientes podem contribuir 

para que novas soluções sejam geradas para aumentar a vida útil e a qualidade dos mesmos. 

Uma alternativa segura seria a aplicação do ácido fítico como antioxidante. O objetivo deste 

trabalho foi investigar o poder antioxidante do ácido fítico purificado do farelo de arroz em 

CMS de frango e em combinação com eritorbato de sódio em mortadela de frango. 
 
 
 
2 Materiais e Métodos 
2.1 Materiais 

O ácido fítico 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 extração com HCl 1 mol.L-1 (1:10 p/v), 25 °C e agitação a 2 x g por 1 h, seguido de 
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ajuste de pHs, etapas de precipitação, filtração e secagem. O ácido fítico padrão utilizado foi o 

fitato de dodecassódio do arroz (Sigma, P0109, PM 923,82) com pureza > 90%. A CMS de 

frango e os ingredientes utilizados na elaboração da mortadela foram fornecidos por uma 

empresa abatedoura de aves da região Oeste do Paraná. Os demais reagentes utilizados nesta 

investigação foram de grau analítico de diferentes procedências comerciais. 
 
 

2.2 Aplicação do ácido fítico purificado do farelo de arroz como antioxidante em CMS 

de frango 

O ácido fítico padrão 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-1 e 10 mmol.L-1 de ácido fítico padrão por kg de 

CMS e outras duas amostras com 5 mmol.L-1 e 10 mmol.L-1 de ácido fítico 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 após a adição do 

ácido fítico (tempo zero), as amostras foram armazenadas por 120 dias e em intervalos de 15 

dias foram analisados em triplicata, a oxidação lipídica conforme descrito no item 2.3 e 

determinação do aroma de requentado conforme o item 2.4. 

 

2.3 Medida de oxidação lipídica 

A oxidação lipídica foi determinada pelo índice 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 recomendações de Shahidi, Rubin, 
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Diosady, and Wood (1985) no que se refere a adição de sulfanilamida para as amostras que 

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

2.4 Determinação 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 refrigeração a 6 ± 1 °C com luz 

fluorescente. Após este período, 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 os 

resultados expressos como mg de TBARS/kg de amostra. 
 
 
 
2.5 Avaliação do ácido fítico e eritorbato de sódio na estabilidade oxidativa de mortadela 
 
 

2.5.1 Preparo da Mortadela 

Para elaboração 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%), proteína texturizada de soja em pó (4%), gelo (10,43%), 

condimentos (0,52%) e nitrato/nitrito de sódio (0,25%). O ácido fítico purificado, o ácido 

fítico padrão e o eritorbato de sódio foram adicionados juntamente com os demais aditivos de 

cada formulação nas quantidades estabelecidas no Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) (Tabela 3). As formulações de mortadela foram elaboradas utilizando 

60% de CMS de aves como limite máximo 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 automática (modelo 

Unimatic 1000, marca Eller, Merano, Itália) em quatro etapas, sendo três 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%. Após o cozimento, foi realizado o choque térmico por 15 

min com água a temperatura ambiente na própria estufa de cozimento. 
 
 

2.5.2 Delineamento Experimental 

Foram realizados dois DCCR, cada um com duas variáveis independentes, três pontos 

centrais e quatro pontos axiais, totalizando 11 ensaios em cada delineamento. Os níveis das 

variáveis independentes XE (eritorbato de sódio), XP (ácido fítico padrão) e XF (ácido fítico 

purificado) foram selecionados com base na Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998 

(Brasil, 1998). Os ensaios para elaboração das mortadelas foram realizados aleatoriamente e 

posteriormente, mantidas a 30 °C em estufa tipo BOD (modelo TE-391, marca TECNAL, São 

Paulo, Brasil) por 30 dias. As amostras foram avaliadas em triplicata para avaliação da 

oxidação lipídica. A Tabela 3 apresenta a matriz do DCCR com seus níveis de variação, 

respostas experimentais (YP e YF) e estimadas (YP e YF), expressas como mg de TBARS/kg 

de mortadela. Os modelos propostos foram expressos conforme a Equação 1 e Equação 2. 
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2.2.5  Análises Estatísticas 

para avaliação do ácido fítico purificado como antioxidante em CMS foi utilizado a 

ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparações múltiplas de Bonferroni (Programa 

GraphPad Prism, Versão 4.00, 2003). Foi utilizado o software STATISTICA 7.0 para análise 

de regressão e variância e curvas de contorno utilizando o DCCR para a mortadela 

(STATSOFT, 2004). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) e considerado significativamente diferente quando p < 0,05. 
 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Aplicação do ácido fítico purificado como antioxidante em CMS de frango 

A oxidação lipídica na CMS controle não diferiu (p > 0,05) até 75 dias de 

armazenamento a -18 °C em relação ao tempo zero (Tabela 1). Na CMS controle com 90, 105 

e 120 dias de armazenamento, a oxidação lipídica aumentou gradativamente e apresentou 

diferenças significativas (p < 0,05). Em 90 dias de armazenamento ocorreu um aumento de 

220% indicando que neste período a CMS já estava oxidada. Porém, a legislação brasileira 

estabelece o prazo de validade da CMS de frango de 90 dias quando armazenada a -18 °C e 

sem adição de aditivos (Brasil, 2000). 

A oxidação lipídica na CMS adicionada de 5 e 10 mmol.L-1 de ácido fítico padrão ou 

10 mmol.L-1 de ácido fítico purificado não diferiu significativamente até 90 dias de 

armazenamento a -18 °C (Tabela 1), indicando que o ácido fítico padrão ou purificado 

atuaram como antioxidante. Portanto, a adição do ácido fítico na CMS poderia ser 

recomendada para atender o prazo de validade conforme a legislação brasileira. Em 
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frigoríficos, a oxidação lipídica é uma das causas primárias 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-1 de ácido fítico padrão 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 adição de 5 mmol.L-1 e 10 mmol.L-1 

de ácido fítico padrão não diferiu significativamente (p < 0,05) até 45 dias de armazenamento 

em relação ao tempo zero. Enquanto que o WOF em 60 e 75 dias de armazenamento da CMS 

com ácido fítico padrão manteve-se estável, porém a partir de 90 dias de armazenamento 

ocorreu um aumento significativo (p < 0,05). Entretanto, nota-se que após 120 dias de 

armazenamento a -18 °C o WOF da CMS com ácido fítico padrão nas duas concentrações 

investigadas não foi superior ao WOF da CMS controle no tempo zero. 

O WOF da CMS com adição de 5 mmol.L-1 de ácido fítico não diferiu 

significativamente (p > 0,05) até 45 dias de armazenamento a -18 °C em relação ao tempo 

zero. Enquanto que em 60, 75 e 90 dias de armazenamento o WOF manteve-se estável e a 

partir de 105 dias de armazenamento ocorreu um aumento significativo (p < 0,05). Na CMS 

com 10 mmol.L-1 de ácido fítico purificado não houve diferença significativa (p > 0,05) até 75 

dias de armazenamento a -18 °C em relação 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 adição de ácido fítico padrão ou purificado nas concentrações investigadas reduziu 

significativamente (p < 0,05) o desenvolvimento de WOF em relação a CMS controle em 

todos os tempos de armazenamento a -18 °C. Assim, comprova-se novamente que o ácido 

fítico inibiu a oxidação lipídica em CMS de frango. O aumento da concentração do ácido 

fítico padrão ou purificado de 5 mmol.L-1 para 10 mmol.L-1 também confirmou um maior 

efeito antioxidante. Em estudos realizados por Soares, Olivo, Shimokomaki, and Ida (2004) 

observaram que a adição de 2 mmol.L-1 de ácido fítico/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 é permitido somente em produtos cárneos cozidos e que em geral para 

venda são estocados sob condições de refrigeração. 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 

refrigeração. O desenvolvimento de WOF é catalisado pelos íons Fe2+ provenientes da 

mioglobina, que nos processos de trituração para elaboração da CMS e no cozimento, é 

parcialmente destruída liberando estes íons (Gray & Person, 1984). Portanto, o ácido fítico 

aplicado como antioxidante atuou como quelante dos íons Fe2+ e impediu a sua ação como 

catalizador da oxidação lipídica, desta forma, recomenda-se a adição de ácido fítico durante o 

preparo da CMS para impedir o desencadeamento das reações oxidativas. 
 
 

3.2 Avaliação do ácido fítico e eritorbato de sódio na estabilidade oxidativa da mortadela 

A Tabela 3 apresenta a resposta experimental (YP) e estimada (YP) pelo modelo de 

avaliação do eritorbato de sódio e ácido fítico padrão na estabilidade oxidativa da mortadela. 

Os coeficientes de regressão (Tabela 4) das variáveis XE (eritorbato de sódio) e XP (ácido 

fítico padrão) e a interação XEXP apresentaram efeitos significativos (p < 0,05). Na Tabela 3 

estão apresentadas também, a resposta experimental (YF) e estimada (YF) pelo modelo de 

avaliação do eritorbato de sódio e ácido fítico purificado na estabilidade oxidativa da 

mortadela. Os coeficientes de regressão (Tabela 5) das variáveis XE (eritorbato de sódio) e XF 

(ácido fítico purificado) e a interação XEXF tambem apresentaram efeitos significativos (p < 

0,05). Assim, foi possível obter dois modelos matemáticos preditivos (Equação 3 e Equação 

4) com as variáveis codificadas de respostas significativas. 
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O efeito das variáveis de XE (eritorbato de sódio) e XP (ácido fítico padrão) ou XE 

(eritorbato de sódio) e XF (purificado) foi avaliado sobre a oxidação lipídica em mortadela. Os 

coeficientes de regressão (Tabela 4 e Tabela 5) indicaram que o ácido fítico padrão ou 

purificado apresentaram maior efeito na redução da oxidação lipídica comparado com o 

eritorbato de sódio. A ANOVA (Tabela 6) confirma que os modelos ajustaram-se 

adequadamente aos dados experimentais. Considerando o FTabelado de 2,57 para os dois 

modelos e o Fcalculado de 689,65 e de 478,02 observa-se que o Fcalculado foi de 268,34 e 186,00 

vezes superior ao FTabelado, respectivamente. Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (1995), 

quando o Fcalculado e no mínimo 4 a 5 vezes o valor de FTabelado assegura-se que a 

regressão foi significativa e o modelo é útil para fins preditivos. 

Considerando que a regressão foi significativa (Tabela 6) foi possível construir as 

curvas de contorno (Figura 1 e Figura 2), nas quais observa-se que há uma região para a 

menor oxidação lipídica na faixa de combinações de concentração de eritorbato de sódio entre 

25,0 - 50,00 mmol.L-1 e ácido fítico padrão ou purificado entre 5,0 - 9,0 mM. De acordo com 

Rodrigues & Iemma (2005) a indicação de uma faixa ótima das variáveis é mais interessante 

do que quando há apenas um valor pontual, visto que se pode admitir uma variação nas 

concentrações das variáveis estudadas ao redor dos valores ótimos, mantendo-se ainda, o 

processo na condição otimizada. 

O ácido fítico padrão ou purificado (Tabela 3) quando empregados isoladamente na 

mortadela (ensaios 5) apresentaram efeito inibitório na oxidação lipídica de 21,14 e 30,17% 

se comparado à mortadela na qual adicionou-se somente o eritorbato de sódio (ensaio 7), 

respectivamente. A capacidade antioxidante do ácido fítico foi avaliado por Lee & Hendricks 

(1995) que aplicaram o ácido fítico em carne homogeneizada e compararam com o ascorbato, 
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BHT e EDTA em diferentes concentrações e pH e observaram que o ácido fítico foi o mais 

efetivo na inibição da peroxidação lipídica. Esta capacidade antioxidante do ácido fítico foi 

provavelmente devido a remoção do íon ferro da mioglobina que preveniu a autoxidação 

lipídica e formação de off-flavors. 

As interações XEXP e XEXF (Tabela 4 e Tabela 5) indicaram que ocorreu um efeito 

sinérgico do ácido fítico e eritorbato de sódio na inibição da oxidação lipídica na mortadela. O 

uso de ácido fítico como aditivo alimentar na concentração de 0,1 a 5,0 mmol.L-1 para 90 g de 

amostra foi avaliado quanto a capacidade antioxidante em homogenatos de carnes bovina ou 

suína crus ou cozidos e estocadas por três 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 concentração de 0,25% de uma 

mistura comercial de nitrato e nitrito em todas as formulações do DCCR. A utilização destes 

sais é característica em produtos cárneos 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 

Legislação Brasileira (Brasil, 1998; Brasil, 2007) e o efeito tóxico mais relevante da presença 

de nitrato e nitrito é a formação de nitrosaminas que são potentes agentes cancerígenos. O 

eritorbato quando utilizado em produtos cárneos curados tem como função além de 

antioxidante, inibir a formação de nitrosaminas (Rahman, 2007). 

Em salame tipo Milano e em mortadela a capacidade antioxidante do ácido fítico foi 

avaliada por Ghiretti et al. (1997) e observaram que os vários antioxidantes testados como 

ascorbato de sódio, catequina, sesamo e ácido fítico apresentaram diferentes modos de ação 

sobre a oxidação lipídica. No salame tipo Milano com ácido fítico armazenamento por 5 

meses o índice de TBARS foi igual ou inferior ao controle (sem ácido fítico). Entretanto, em 

mortadelas não houve diferenças significativas entre o controle e os produtos contendo ácido 
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fítico. Porém, considerando os resultados obtidos neste trabalho que confirmaram a alta 

capacidade antioxidante do ácido fítico purificado e seu efeito sinérgico na inibição da 

oxidação lipídica em mortadela, pode-se recomendar o seu uso como substituto parcial do 

eritorbato de sódio. 
 
 

4. Conclusão 

O ácido fítico purificado em CMS de frango reduziu a oxidação lipídica e aroma de 

requentado (WOF). O ácido fítico purificado em mortadela apresentou maior efeito na 

redução da oxidação lipídica e quando em combinação com o eritorbato de sódio apresentou 

um efeito sinérgico na inibição oxidativa. 
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Legenda das Figuras 
 
 

Figura 1. Curvas de contorno para oxidação lipídica (mg de TBARS/kg de mortadela) 

utilizando eritorbato de sódio (XE) e ácido fítico padrão (XP). 

Figura 2. Curvas de contorno para oxidação lipídica (mg de TBARS/kg de mortadela) 

utilizando eritorbato de sódio (XE) e ácido fítico purificado do farelo de arroz (XF). 
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Figura l 
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Figura 2 
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Tabela 1 – Avaliação do oxidação lipídica em CMS de frango com adição de diferentes 
teores de ácido fítico padrão ou ácido fítico purificado do farelo de arroz 
armazenadas a -18°C 
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Tabela 2 – Avaliação de WOF em CMS de frango com adição de diferentes teores de ácido 
fítico padrão ou ácido fítico purificado do farelo de arroz armazenadas a -18 C 
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Tabela 3 – Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as 
variáveis independentes e resposta experimental e estimada para a oxidação 
lipídica em mortadela 
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Tabela 4 – Coeficientes de regressão para a resposta P = mg de TBARSs/kg de mortadela 
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Tabela 5 – Coeficientes de regressão para a resposta F = mg de TBARS/kg de mortadela 
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Tabela 6 – ANOVA dos modelos quadráticos para avaliação da oxidação lipídica em 
mortadela 
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of uniformity. Authors should retain a copy of their manuscript since we cannot accept 
responsibility for damage or loss of papers. Original manuscripts are discarded one month 
after publication unless the Publisher is asked to return original material after use. 
Abstracts: Each paper should be provided with an abstract of 100-150 words, reporting 
concisely on the purpose and results of the paper. 
Text: Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, 
Keywords, Main text, Acknowledgements, Appendix, References, Vitae, Figure Captions and 
then Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding author 
should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table 
footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers. The title of the paper should 
unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds 70 characters a suggestion for an 
abbreviated running title should be given.  
Units: The SI system should be used for all scientific and laboratory data; if, in certain 
instances, it is necessary to quote other units, these should be added in parentheses. 
Temperatures should be given in degrees Celsius. The unit 'billion' (109 in America, 1012 in 
Europe) is ambiguous and should not be used. 
Symbols: Abbreviations for units should follow the suggestions of the British Standards 
publication BS 1991. The full stop should not be included in abbreviations, e.g. m (not m.), 
ppm (not p.p.m.), % and '/' should be used in preference to 'per cent' and 'per'. Where 
abbreviations are likely to cause ambiguity or may not be readily understood by an 
international readership, units should be put in full. Current recognised (IUPAC) chemical 
nomenclature should be used, although commonly accepted trivial names may be used where 
there is no risk of ambiguity. 
The use of proprietary names should be avoided. Papers essentially of an advertising nature 
will not be accepted. 
References: All publications cited in the text should be presented in a list of references 
following the text of the manuscript. No more than 30 references should be cited in your 
manuscript. In the text refer to the author's name (without initials) and year of publication 
(e.g. "Steventon, Donald and Gladden (1994) studied the effects..." or "...similar to values 
reported by others (Anderson, Douglas, Morrison & Weiping, 1990)..."). For 2-6 authors all 
authors are to be listed at first citation. At subsequent citations use first author et al.. When 
there are more than 6 authors, first author et al. should be used throughout the text. The list of 
references should be arranged alphabetically by authors'names and should be as full as 
possible, listing all authors, the full title of articles and journals, publisher and year. The 
manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of authors'names and dates 
are exactly the same in the text as in the reference list.  
References should be given in the following form: 
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IRL Press. 
Citing and listing of web references. As a minimum, the full URL should be given. Any 
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, 
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etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference 
list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list. 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The 
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by 
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. 
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly "Articles in Press" 
because they have not yet received their full bibliographic information. The correct format for 
citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the journal Physics 
Letters B: doi:10.1016/jphysletb.2003.10.071 
 
Illustrations 
Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be 
numbered consecutively in the order to which they are referred. They should accompany the 
manuscript, but should not be included within the text. All illustrations should be clearly 
marked with the figure number and the author's name. All figures are to have a caption. 
Captions should be supplied on a separate sheet. Tables should be numbered consecutively 
and given a suitable caption and each table typed on a separate sheet. Footnotes to tables 
should be typed below the table and should be referred to by superscript lowercase letters. No 
vertical rules should be used. Tables should not duplicate results presented elsewhere in the 
manuscript (e.g. in graphs). 
If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will 
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g., 
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced 
in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will receive information 
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please note: Because 
of technical complications which can arise by converting colour figures to 'grey scale'(for the 
printed version should you not opt for colour in print) please submit in addition usable black 
and white prints corresponding to all the colour illustrations. As only one figure caption may 
be used for both colour and black and white versions of figures, please ensure that the figure 
captions are meaningful for both versions, if applicable. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Foi possível estabelecer uma nova técnica para extrair e purificar o ácido 

fítico do farelo de arroz com alta pureza e rendimento. Na extração do ácido fítico de farelo 

do arroz, a temperatura, a concentração de HCl e o tempo de extração influenciaram 

significativamente (p < 0,05), enquanto a concentração de farelo de arroz não foi significativa. 

Utilizando o ensaio da batofenantrolina (BPS) o ácido fítico purificado de 

farelo de arroz apresentou capacidade queladora do íon ferro, que foi dependente da 

concentração e do tempo de contato para a formação do complexo Fe2+-ácido fítico antes da 

adição da BPS. No ensaio da deoxirribose o ácido fítico inibiu o radical hidroxil confirmando 

mais uma vez a sua capacidade antioxidante. 

O ácido fítico purificado de farelo de arroz em carne mecanicamente 

separada (CMS) de frango reduziu a oxidação lipídica e aroma de requentado (WOF). O ácido 

fítico purificado de farelo de arroz em mortadela apresentou maior efeito na redução da 

oxidação lipídica em comparação ao eritorbato de sódio e quando em combinação com o 

eritorbato de sódio apresentou um efeito sinérgico na inibição oxidativa. 
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