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RESUMO  
 
 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver o processo de obtenção do ácido fítico do 
germe de milho desengordurado e avaliar o seu potencial antioxidante in vitro e em 
carnes de frango armazenadas sob refrigeração. O desempenho do método de 
quantificação do ácido fítico foi assegurado pela ótima precisão com baixo 
coeficiente de variação e exatidão, especificidade, linearidade, robustez e baixo 
limite de detecção e quantificação. A eficiência da estratégia do processo de 
obtenção de ácido fítico foi avaliada após extração com HCl 0,8mol/L (1:5 
peso/volume), centrifugação, etapas de precipitação e secagem. O ácido fítico obtido 
em pó apresentou rendimento de 67,01± 0,73% e grau de pureza de 85,41± 0,95%. 
O teor de fósforo total e fítico foram de 15,16 ± 1,58 g/100g e 15,05 ± 0,00 g/100g, 
respectivamente e o teor de proteínas foi de 0,24 ± 0,03 g/100g. O elevado teor de 
magnésio, sódio e potássio no ácido fítico obtido sugere a sua predominância na 
forma de seus respectivos fitatos. O ácido fítico obtido foi totalmente solúvel em pH 
0,6 e 2,0 e apresentou 76,13% de solubilidade em pH 7,0. O potencial antioxidante 
do ácido fítico do germe de milho foi confirmado pela atividade de seqüestro de 
radicais livres e quelação de metais, por meio de ensaios de deoxirribose e 
batofenantrolina. A atividade de seqüestro do radical hidroxil foi dependente da 
concentração do ácido fítico do germe de milho. Na concentração de 130,5 µM de 
ácido fítico do germe de milho, a atividade antioxidante máxima de seqüestro do 
radical hidroxil foi de 29,3%, enquanto que para o ácido fítico padrão, na 
concentração de 33,2 µM, a máxima atividade foi de 18,2%. A atividade quelante 

para o Fe
+2 

aumentou com elevação da concentração do ácido fítico obtido do germe 

de milho e com o tempo de contato com o Fe
+2

. O potencial antioxidante do ácido 
fítico obtido foi confirmado pela aplicação em carnes de frango armazenadas sob 
refrigeração no qual inibiu a peroxidação lipídica in vitro induzida por ferro, a 
oxidação lipídica, o desenvolvimento de aroma de requentado e formação de 
metamioglobina.  
 
 
Palavras-chave: Ácido fítico. Germe de milho. Purificação. Antioxidante. 
Peroxidação lipídica. 



FILGUEIRAS, Cristina Tostes. Corn germ phytic acid extraction, purification and 
evaluation of antioxidant potencial. 2009. 137 f. Thesis (Doctorate in Food 
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ABSTRACT  
 
 
The objective of this work was to develop a process of purifying phytic acid from 
defatted corn germ and to assess their antioxidant potential in chicken meat stored 
under refrigeration. The performance of determination method of phytic acid was 
demonstrated by high precision and accuracy with low coefficient of variation, high 
specificity, linearity, robustness and minimum limit of detection of 0.19 ug/mL and 
quantification of 0.58 ug/mL. The efficiency of process of purifying phytic acid was 
measured after extraction with HCl 0.8 mol/L, centrifugation, precipitation and drying 
steps. The purified phytic acid powder had a processing yield of 67.01±0.73% and 
purity index of 85.4±0.95%. The content of total phosphorus and phytic phosphorus 
was 15.16±1.58 g/100g and 15.05±0.00 g/100g, respectively and the protein content 
was 0.24±0.03 g/100g. The high content of magnesium, sodium and potassium in 
phytic acid suggests their predominance in the form of their phytates. The purified 
phytic acid was completely soluble at pH 0.6 and 2.0 and showed 76.13% of 
solubility at pH 7.0. The purified corn germ phytic acid antioxidant potential was 
evaluated through the deoxyribose, bathophenanthroline and DPPH assays. The 
bathophenanthroline assays revealed that the chelation activity towards Fe2+ 
increased concurrently with the increase of obtained phytic acid concentration and its 
Fe2+ contact time. The DPPHassay showed that purified phytic acid did not present 
electron-donating capacity to DPPH. The purified phytic acid from corn germ and 
phytic acid standard showed a strong inhibitory activity of lipid peroxidation in vitro 
with IC50 of 1.66 mg/mL and 0.79 mg/mL, respectively. It was observed that the 
chelating activity towards Fe2+ increased proportionally to the increase of corn germ 
phytic acid concentration and thus inhibiting the formation of metamioglobin 
stabilizing consequently the thigh meat color. The antioxidant activity was also 
observed in meat warmed over flavor development. Finally, the efficiency of the 
antioxidant activity of phytic acid from corn germ was confirmed by inhibition of lipid 
oxidation, the development of warmed over flavor and formation of metamioglobin in 
refrigerated thigh chicken meat. 
 
 
Keywords: Phytic acid. Corn germ. Purification. Antioxidant. Lipid peroxidation.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato (IP6) está presente em 

cereais, leguminosas, oleaginosas, pólens e amêndoas com teor de 1 a 5% do seu 

peso (Cheryan, 1980). Nos cereais, o ácido fítico está distribuído em diferentes 

componentes do grão. A maior concentração do ácido fítico no trigo está na aleurona 

e, no arroz, no pericarpo, enquanto que o milho apresenta elevado teor no germe e 

ao redor de 6,5% (Erdman, 1979; Reddy et al., 1982).  

O ácido fítico apresenta cargas negativas em ampla faixa de pH e 

possui 12 hidrogênios dissociáveis (Tsao et al., 1997). Estas características 

proporcionam ao ácido fítico uma propriedade quelante com metais polivalentes, 

especialmente cátions di e trivalentes, formando complexos (Vohra et al., 1965). A 

sua habilidade de formar um quelato com o ferro que o torna cataliticamente inativo, 

confere ao ácido fítico uma atuação como um antioxidante, pois inibe a oxidação 

com formação de radicais hidroxil (•OH) (Empson et al., 1991; Graf e Eaton, 1984; 

Graf et al., 1984; Graf et al., 1987).  

Vários métodos foram desenvolvidos para determinar a capacidade 

antioxidante (Berg et al., 1999; Prior et al., 2005). Dentre estes métodos destacam-

se o sistema de quelar íons Fe
+2 

usando a batofenantrolina (BPS) e os métodos de 

seqüestro de radicais livres, tais como DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e radical 

hidroxil por meio do ensaio de deoxirribose (Prior et al., 2005). O potencial 

antioxidante do ácido fítico do germe de milho foi confirmado pela atividade de 

seqüestro de radicais livres e quelação de metais por meio de ensaios de 

deoxirribose e batofenantrolina. O seqüestro do radical hidroxil e a atividade 

quelante para o Fe+2 depende da concentração do ácido fítico sendo que a quelação 

aumenta com o tempo de contato com o Fe+2 (Filgueiras et al., 2009). 

No Codex Alimentarius, o ácido fítico foi revisado como antioxidante 

com INS (System for Food Additives) número 391 (Pokorny et al., 2003). É 

rotineiramente empregado em muitos países em diversos produtos alimentícios, 

devido a sua propriedade antioxidante e tornou uma opção interessante como um 

aditivo natural em indústria de alimentos (Graf, 1983; Oatway et al., 2001; Pokorny et 

al., 2003), área médica e indústria química (Graf, 1986; Reddy et al.,1982; Graf;  e 
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Eaton, 1990). Empson et al. (1991) demonstraram que a adição de 1,5 mM de ácido 

fítico em carne de frango refrigerada inibiu substancialmente a formação de 

malonaldeído e o desenvolvimento do aroma de requentado ou em inglês “warmed 

over flavor” (WOF). Em estudos realizados por Soares et al. (2004) foi verificado que 

a adição de 2 mM de ácido fítico como antioxidante complementar em filés de peito 

de frango suplementados com vitamina E inibiu o desenvolvimento de aroma de 

requentado em até 95,30%, por 5 dias sob armazenamento a 6ºC. O germe de milho 

contendo ácido fítico, foi adicionado na dieta de suínos e, ao final, verificou-se uma 

inibição da rancidez da carne com manutenção da performance do crescimento 

(Harbach et al., 2007).  

A quantificação de ácido fítico tem sido realizada principalmente pelo 

uso de métodos por precipitação e cromatografia, sendo que o método por 

cromatografia de troca iônica desenvolvido por Harland e Oberleas (1977) tem sido 

amplamente utilizado e adotado como oficial pela AOAC (Association of Official 

Analytical Chemists) embora o método envolva muitas etapas e quantifica 

indiretamente. Latta e Eskin (1980) modificaram este método utilizando o reagente 

de Wade após a cromatografia de troca iônica e quantificação direta do fitato por 

colorimetria. Ellis e Morris (1986) aplicaram o mesmo método de Harland e Oberleas 

(1977), porém utilizaram a resina AG1-X8 como mais apropriada para quantificação 

do ácido fítico devido a precisão e rapidez da análise. Diferentes métodos de 

quantificação de ácido fítico em produtos de cereais foram investigados, porém há 

várias limitações principalmente com relação à extração e quantificação direta ou 

indireta.  

Considerando a atuação do ácido fítico como antioxidante, suas 

várias aplicações e elevada concentração no germe de milho, este trabalho teve 

como objetivo desenvolver o processo de purificação do ácido fítico do germe de 

milho e avaliar o seu potencial antioxidante in vitro e em carnes de frango 

armazenadas sob refrigeração.  
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2 OBJETIVOS  

 

 

Desenvolver o processo de purificação do ácido fítico do germe de 

milho desengordurado após assegurar os parâmetros de desempenho da sua 

quantificação.  

Avaliar o potencial antioxidante do ácido fítico purificado do germe 

de milho desengordurado por meio de ensaios de deoxirribose, batofenantrolina e 

DPPH . 

Avaliar a atividade antioxidante in vitro do ácido fítico purificado do 

germe de milho por meio da atividade antilipoperoxidativa e a aplicação em carnes 

de frango sob refrigeração, por meio de análises de TBARS, WOF e 

metamioglobina. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

3.1 ÁCIDO FÍTICO  

 

 

O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato, IP6, é um componente que 

está presente principalmente em cereais, leguminosas, oleaginosas, pólens e 

amêndoas, cuja concentração varia de 1 a 5 % do seu peso (Cheryan,1980). Nos 

grãos, o ácido fítico é encontrado na forma de fitato de Ca2Mg5 (fitina), fitato de 

Na2Mg5 e K2Mg5 (Cilliers e Van Niekerk, 1986). Uma das principais funções 

fisiológicas do ácido fítico na planta é a sua atuação como reserva de fósforo e 

representa cerca de 60 a 97 % do fósforo total (Ravindran et al.,1994).  

Nos cereais, o ácido fítico está distribuído em diferentes 

componentes do grão. No trigo a maior concentração do ácido fítico está na 

aleurona e no arroz no pericarpo, enquanto que no milho é elevado no germe com 

teor médio de 6,5 % (Erdman, 1979; Reddy et al., 1982). No arroz, o teor de fitato é 

cerca de 962 mg/100 g e a soja apresenta teor médio de 1300 mg /100 g e alguns 

de seus produtos como tofu e seus resíduos apresentam 200 e 560 mg/100 g, 

respectivamente (Joung et al., 2004). Na soja, o ácido fítico está presente nos 

cotilédones e dentro dos corpos protéicos (Liu, 1997). Assim, o germe de milho, 

pericarpo do arroz e cotilédones de soja pode ser uma fonte potencial de ácido fítico 

para sua extração, obtenção e aplicação como um aditivo alimentar.  

O ácido fítico apresenta na sua estrutura química 12 hidrogênios 

dissociáveis e em pH neutro os grupos fosfatos podem apresentar um ou dois 

átomos de oxigênio carregados negativamente que contribuem para sua propriedade 

quelante com os cátions di e trivalentes, formando complexos (Vohra et al.,1965). 

Devido esta propriedade, muitas investigações sobre o ácido fítico foram 

desenvolvidas pelo seu potencial como um antinutriente por formar complexos com 

alguns minerais importantes, tornando-os bioindisponíveis (Cheryan,1980). Os 

minerais envolvidos neste processo incluem o zinco, ferro, cálcio, cobre e fósforo 

(Zhou e Erdman, 1995). Entretanto, o efeito do ácido fítico na biodisponibilidade de 

minerais depende de vários fatores, como a proporção mineral:fitato (Graf e Eaton, 

1984) e o tipo de dieta (Conforth, 2002). As cargas negativas dos grupamentos 



14 
 

fosfatos contribuem para a sua complexação com cátions multivalentes e proteínas 

carregadas positivamente. Esta propriedade quelante é de grande importância, pois 

é responsável pela ação antioxidante (Empson et al., 1991) e fundamenta muitos 

métodos para determinação do ácido fítico (Oberleas, 1973).  

O ácido fítico apresenta capacidade de complexação com proteínas 

por meio de interações eletrostáticas e forma ligações eletrostáticas fortes com 

resíduos de aminoácidos básicos em pH ácido. Portanto, a maioria das proteínas 

precipita em pH abaixo de 5,0. Em pH neutro ou alcalino, o complexo fitato-proteína 

dissocia devido às suas cargas negativas. Entretanto, cátions polivalentes podem 

formar pontes entre o ácido fítico e proteínas, promovendo sua associação em pH 

neutro (O´Dell e de Boland, 1976; Graf e Eaton, 1990). Vários trabalhos investigaram 

a extração do ácido fítico ou propriedades funcionais de proteínas em interação com 

fitato provenientes de diferentes fontes como germe de milho (O´Dell e de Boland, 

1976), soja (Hartman, 1979), grão de bico (Reddy e Salunkhe, 1981), farelo de trigo 

e aveia (Hill e Tyler, 1954). No pH isoelétrico, as proteínas apresentam carga neutra 

e os complexos com fitatos não são formados. A redução da solubilidade de 

proteínas como resultado da formação de complexos com ácido fítico pode afetar 

adversamente as suas propriedades funcionais, tais como as propriedades 

hidrodinâmicas, capacidade emulsificante, capacidade de formação de espuma e 

dispersibilidade em meio aquoso (Reddy et al., 1982).  

Através de espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

(RMN), Costelo et al. (1976) identificaram a estrutura do ácido fítico em solução 

como uma conformação em cadeira com os grupos fosfatos das posições C1, C3, C4, 

C5 e C6 na posição equatorial e C2 na posição axial conforme apresentado na Figura 

1. 
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Figura 1 – Estrutura do ácido fítico  
Fonte: Plaami (1997) 
 

 

A conformação estrutural do inositol apresenta nove 

estereoisômeros (cis-inositol, epi-inositol, allo-inositol, neo-inositol, mio-inositol, 

muco-inositol, chiro-inositol e seus enanciômeros e scyllo-inositol) e somente a 

forma mio-inositol foi isolada de plantas (Cosgrove, 1966).  

O ácido fítico é um composto inerte, estável e na forma sólida pode 

ser estocado por muitos anos e em solução aquosa neutra, ou solução alcalina a 

5ºC pode ser conservado por vários meses sem se decompor. As seis ligações éster 

fosfóricas apresentam alta energia potencial. A liberação de 50 % do fósforo requer 

hidrólise ácida com HCl 5N a 100ºC por 6 horas e para a liberação do fósforo total é 

necessário um refluxo a 100ºC por 6 horas em solução de pH 12 (Graf e Eaton, 

1990). A hidrólise química ou enzimática do mio-inositol hexafosfato (IP6) resultou 

na formação dos seguintes produtos de degradação: inositol pentafosfato (IP5), 

inositol tetrafosfato (IP4), inositol trifosfato (IP3), inositol bifosfato (IP2) e inositol 

monofosfato (IP1) (Cosgrove, 1966).  

 

 

3.2 Extração e Obtenção de Ácido Fítico  

 

 

O ácido fítico pode ser obtido de várias fontes vegetais, entretanto, a 

maior concentração foi descrita no germe de milho com cerca de 8,0 % (Fukuji et al., 

2008) e farelo de trigo com cerca de 4,8 % (Graf e Eaton, 1990).  

DeBoland et al. (1975) descreveram que a extração do fitato de um 

produto depende do seu meio químico e pH, ou seja, o fitato geralmente é extraído 
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com alta concentração de H
+ 

e força iônica. Quando o meio de extração foi apenas a 

água, a solubilidade variou conforme o produto. Assim, observaram que a extração 

do fitato em água do germe de milho em pH 6,1 apresentou 86% de solubilidade. 

Enquanto que, para soja e flocos de soja, a solubilidade foi de 69 e 97 % em pH 6,8 

e 6,5, respectivamente. Porém, o gergelim apresentou apenas 13 % de solubilidade 

em pH 6,8.  

A extração de ácido fítico com finalidade de quantificação tem sido 

descrita por vários investigadores.  

Makower (1970) descreveu que para a extração de ácido fítico de 

feijão, utilizou HCl 0,5N na proporção de 3 mL para 0,2 g de amostra, sob agitação 

contínua e aquecimento a 60ºC no primeiro minuto, prosseguindo à temperatura 

ambiente por 40 minutos. Os resultados foram satisfatórios quando comparados com 

extração usando outros solventes.  

Harland e Oberleas (1977) desenvolveram um método para 

quantificação do fitato utilizando uma resina de troca aniônica (AG1-X8). A extração 

foi feita com 5 g de amostra com 100 mL de HCl 1,2 %, agitação por 2h e o extrato 

foi obtido após filtração à vácuo. O fitato foi eluído numa coluna contendo a resina 

de troca aniônica e retirado pela eluição de 15 mL de NaCl 0,7M. Em seguida, a 

solução obtida foi digerida com 0,5 mL de H2SO4 e 3,0 mL de HNO3. A determinação 

do ácido fítico foi realizada por meio da medida do fosfato liberado por hidrólise 

ácida, calculando-se posteriormente o mio-inositolhexafosfato equivalente. A 

recuperação do fósforo por este método foi de 99,5 %, porém a quantificação do 

fitato foi efetuada de forma indireta. A quantificação de ácido fítico tem sido realizada 

principalmente pelo uso de métodos por precipitação e cromatografia, sendo que o 

método por cromatografia de troca iônica desenvolvido por Harland e Oberleas 

(1977) tem sido amplamente utilizado e adotado como oficial pela AOAC 

(Association of Official Analytical Chemists).  

Um método colorimétrico simples e rápido para a determinação do 

ácido fítico foi descrito por Latta e Eskin (1980). O ácido fítico foi extraído de 5g de 

um concentrado protéico de colza com 100 mL de HCl 2,4 % em temperatura 

ambiente e seguido de centrifugação. O extrato foi eluído através de uma coluna de 

troca iônica AG1X-8 permitindo a remoção do fósforo inorgânico e outros 

interferentes. Em seguida, o ácido fítico foi diretamente quantificado após a reação 
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com cloreto férrico e ácido sulfosalissílico (reagente de Wade), com formação de um 

complexo de coloração rósea e leitura a 500nm. A recuperação do fitato de sódio por 

este método foi de 102 ± 3% indicando que não houve perdas durante a extração e 

eluição. O método foi considerado simples por não necessitar de digestão utilizada 

no procedimento de Harland e Oberleas (1977).  

Camire e Clydesdale (1982) desenvolveram um método quantitativo 

por HPLC com prévia precipitação do ácido fítico com cloreto férrico seguido da sua 

conversão em fitato de sódio. O fitato foi injetato numa coluna de fase reversa 

contendo C18 e determinado por espectrometria de absorção atômica. Verificaram 

que a extração do ácido fítico no farelo de trigo com H2SO4 3% foi mais eficiente do 

que a extração com TCA 3%. A recuperação do ácido fítico foi de 99 a 103%.  

A extração de ácido fítico de 1,5 a 2,5 g de farinhas de sorgo foi 

descrita por Doherty et al. (1982) nos quais utilizaram 30mL de Na2SO4 10% mais 

HCl 1,2% a 25ºC. Na sequência, foi obtido o fitato de ferro III com a adição de FeCl3, 

que foi digerido utilizando o procedimento micro-Kjeldahl para liberar o fitato. Este 

procedimento apresentou erro menor que 5%.  

Graf e Dintzis (1982) realizaram extração de ácido fítico de farelo de 

trigo com bom rendimento. Utilizaram HCl 0,5N na proporção de 1 g de amostra para 

20 mL de solvente, sob agitação por 2 horas à temperatura ambiente. O HCl foi 

escolhido como solvente por apresentar excelentes propriedades de extração sem 

perda significativa de fitato nas concentrações de 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4 e 6N.  

Ellis e Morris (1986) analisaram a eficiência das resinas de troca 

aniônica AG1X-8 e AG1X-4 para a determinação de ácido fítico de acordo com o 

método descrito por Harland e Oberleas (1977). Foi verificada uma grande variação 

dos resultados quando se utilizou resina AG1X-8 com recuperação de 78,5 ± 11,5%. 

Entretanto, maior recuperação de ácido fítico ocorreu quando foi utilizada a mesma 

resina e mantida em equilíbrio com a amostra por 1,5 h. A utilização da resina 

AG1X-4 apresentou recuperação de 98,0 ± 1,1% e foi considerado um método de 

maior precisão e rapidez por não necessitar da etapa de equilíbrio.  

Lehrfeld (1989) desenvolveu um método de análise de ácido fítico 

por cromatografia líquida de alta resolução ou HPLC, onde quantificou o teor de IP6, 

IP5 e IP4 em diferentes alimentos. Para extração de ácido fítico foi utilizado 0,5 g de 

amostra com 10 mL de solução HCl 0,5 M e ultrasonificação por 1 a 3 min, 

centrifugação a 15000 rpm por 15 min, e eluição do sobrenadante numa coluna de 
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troca iônica (SAX). Em seguida, o eluato foi evaporado, solubilizado e centrifugado a 

14000 rpm por 3 min. Para quantificação por cromatografia líquida foram 

empregados uma coluna de fase reversa ( polymer macroporus) e um detector de 

índice de refração. A recuperação do inositol fosfato por este método foi de 99,5-

100,5%. O teor de IP6, IP5 e IP4 de vários cereais foram quantificados e para o grão 

de milho o teor de ácido fítico foi de 0,78% e porcentagem relativa de 95 % de IP6 e 

5 % de IP5.  

Os métodos de quantificação de ácido fítico em geral requerem três 

etapas: extração, concentração e ou purificação e quantificação, sendo que a maior 

tendência dos procedimentos utilizaram HCl 2,4% como meio extrator por 1,5 a 3 

horas (Harland; Oberleas, 1986). O ácido fítico, na forma pura, pode ser obtido com 

baixo custo a partir de várias fontes vegetais, como farelo de trigo, germe de trigo e 

milho, gergelim e outros. O ácido fítico destas fontes vegetais pode ser extraído com 

solução de HCl diluído a temperatura ambiente e precipitado pela adição de 

bicarbonatos, FeCl3, KOH, NaOH, NH4OH, Ca(OH)2, Mg(OH)2 ou álcool e então 

purificado por diferentes procedimentos (GRAF, 1983).  

Kolchev (1978) descreveu na sua patente Nº 4070422, um método 

para produção de fitato, onde o ácido fítico foi extraído de diferentes fontes vegetais 

como farelo de arroz, semente de girassol, soja e trigo. O ácido fítico foi extraído 

com solução de HCl 0,1M e proporção sólido:líquido de 1:10. Na solução aquosa, o 

ácido fítico foi precipitado com adição de NaHCO3 atingindo um pH entre 7 e 8. Em 

seguida, o precipitado de ácido fítico foi dissolvido em solução ácida e saturado com 

um agente denaturante, como o dióxido de enxofre, éter ou formaldeído para 

eliminar as proteínas. Assim, o ácido fítico é novamente precipitado e recuperado na 

forma pura pela adição do agente alcalino.  

Wang (1992) obteve ácido fítico a partir de 500 g de farelo de trigo 

com 4 L de HCl, pH 2-3, mais 8g de uréia. O ácido fítico foi precipitado com adição 

de solução contendo íons Ca
+2

, pH 6-7. Na sequência, o precipitado foi dissolvido 

com HCl em pH 1,5. A remoção de íons foi realizada com resinas de troca catiônica 

e aniônica. Após concentração por evaporação, o produto final apresentou o 

rendimento de 63,8% de ácido fítico.  
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Diferentes métodos de quantificação de ácido fítico em produtos de 

cereais foram investigados, porém há várias limitações principalmente com relação à 

extração e quantificação direta ou indireta.  

 

 

3.3 ÁCIDO FÍTICO COMO ANTIOXIDANTE  

 

 

A autoxidação de lipídios em alimentos envolve reações de radicais 

livres, que são iniciadas pela exposição à luz, aquecimento, radiação ionizante, 

enzima lipoxigenase, íons metálicos ou são catalisadas por metaloproteínas. A 

reação de autoxidação clássica inclui as etapas de iniciação, propagação e 

terminação (Shahidi et al., 1992).  

Muitos produtos alimentícios quando em contato direto com oxigênio 

perdem a qualidade devido a reações de oxidação. Níveis baixos de oxigênio ao 

redor de 1% favorecem mudanças indesejáveis no alimento, como sabor, 

descoloração, redução do valor nutricional e deterioração microbiológica. Essas 

transformações poderiam ser minimizadas pela redução das taxas de oxigênio pelo 

uso de embalagens a vácuo, atmosfera modificada ou com adição de antioxidantes. 

A presença de ferro como catalisador também promove a oxidação dos lipídios 

insaturados (Empson et al., 1991).  

Um antioxidante pode ser definido como uma substância que, 

quando presente em baixa concentração comparada com o substrato oxidável como 

gorduras, proteínas, carboidratos ou DNA, diminui ou previne a oxidação do 

substrato. Quando “espécies reativas de oxigênio” (EROS) são geradas nos seres 

vivos, uma ampla variedade de antioxidantes como α-tocoferol, ácido ascórbico, 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GTx) e catalase (CAT) 

desempenham seu papel. Um composto pode exercer atividade antioxidante in vivo 

ou em alimentos por inibir a geração de EROS, diretamente seqüestrando radicais 

livres ou elevando o nível de antioxidantes endógenos (estimulando a expressão de 

genes que codificam a SOD, CAT ou GTx). A ação fisiológica de muitos 

antioxidantes está estabelecida e a importância relativa desses antioxidantes in vivo 

depende de quais EROS são gerados, como e onde são gerados e qual o alvo 
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biológico. Desse modo, é possível que um antioxidante proteja em um sistema e 

falhe em outro ou mesmo cause algum dano (Halliwell et al., 1995; Aruoma, 1999).  

Os antioxidantes apresentam diferentes mecanismos de atuação e a 

partir deles tem sido classificados como bloqueadores de radicais livres, queladores 

ou complexantes de íons metálicos que catalisam a oxidação lipídica, ou como 

seqüestradores de oxigênio em sistemas fechados (Shahidi et al., 1992).  

Graf et al. (1984) e Graf e Eaton (1990) descreveram que o ácido 

fítico de ocorrência natural atuou como antioxidante efetivo na inibição de reações 

de oxidação. Este antioxidante impediu a formação de radicais hidroxila devido à 

habilidade de formar quelato com ferro, tornando-o cataliticamente inativo. Zhou e 

Erdman (1995) descreveram que o ácido fítico atuou como um antioxidante natural 

em sistemas alimentares e apresentou funções potenciais na preservação.  

As reações catalisadas pelo ferro tem desempenhado um papel 

importante na oxidação que pode ser prejudicial aos matériais biológicos. A maioria 

dessas reações envolvem a ativação do oxigênio e a subsequente reação com o 

ferro que gera espécies mais reativas, como as hidroxilas com consequência de 

efeitos danosos do ferro. Entretanto, este radical não tem sido descrito como mais 

importante do que os íons ferril e perferril que oxidam seletivamente os substratos 

aos quais o ferro estava ligado (Rush e Koppenol, 1986).  

A ingestão de ácido fítico por humanos, embora sem especificação 

da sua concentração, não ocasionou efeito toxicológico, desconforto ou outros 

sintomas (Starkentein, 1911, apud Graf, 1983). Além disso o ácido fítico e seus 

metabólitos tem sido descritos como atóxicos e pouco reativos. Estas propriedades 

conferem uma melhor característica quando comparado com aditivos disponíveis 

como nitrito e metabissulfito (Graf, 1983).  

Empson et al. (1991) descreveram que baixas concentrações de 

ácido fítico inibiram a oxidação lipídica em peito de frango cru e cozido e em alguns 

sistemas modelos. O ácido fítico atuou na inibição da indução do ferro. A eficácia do 

ácido fítico foi comprovada pela redução do oxigênio absorvido, formação de 

malonaldeído e redução do warmed over flavor (WOF), ou seja, sabor de 

requentado.  

Hix (1994) avaliou o efeito de vários antioxidantes adicionados em 

bolachas doces, tais como BHA, ascorbil fosfato de magnésio, alfa tocoferol, ascorbil 

fosfato de magnésio mais alfa tocoferol, ácido ferrúlico e ácido fítico. Os resultados 
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indicaram que o ácido fítico e o ácido ferrúlico atuaram como eficientes 

antioxidantes. A análise sensorial indicou que as bolachas contendo ácido fítico 

como antioxidante tiveram aceitabilidade similar em relação ao BHA.  

O ácido fítico em diferentes concentrações e pH foi descrito como 

inibidor mais eficiente na peroxidação lipídica quando comparado ao ascorbato, BHT 

e EDTA em carne homogeneizada. Os resultados indicaram que 2 mM 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 do fosfolipídio 

carregado negativamente e preveniu a autoxidação do fosfolipídio e formação de 

“off-flavors”. O efeito antioxidante foi dependente da concentração e pH, sendo mais 

efetivo no pH próximo do neutro (Lee e Hendricks, 1995).  

O ácido fítico foi reconhecido em 1997 como GRAS (Generally 

Recognised as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) e usado como um 

aditivo em produtos de panificação (Hix et al.,1997). No Codex Alimentarius, o ácido 

fítico foi revisado como antioxidante com INS (System for Food Additives) número 

391 (Pokorny et al., 2003).  

Antioxidantes como catequina, farinha de sésamo e ácido fítico 

reduziram a velocidade de oxidação lipídica em salame do tipo Milano e mortadela. 

Foram utilizados nesta investigação carne suína, fermentada e cozida, com alto teor 

de gordura entre 25 e 30%. Os resultados dos valores de peróxido e de substâncias 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) indicaram que os antioxidantes naturais 

reduziram a oxidação lipídica, enquanto que, o ascorbato de sódio apresentou efeito 

pró-oxidante. Entretanto, os antioxidantes naturais avaliados não foram eficientes na 

estabilidade da cor destes produtos (Ghiretti et al., 1997).  

Lee e Hendricks (1997) investigaram a atividade antioxidante do 

fitato em micelas de ácido linoléico catalisadas por metal. Os resultados indicaram 

que o fitato facilitou a oxidação de Fe
2+ 

a Fe
3+ 

dependente da concentração e inibiu a 

formação de substâncias que reagiram com ácido tiobarbitúrico (TBARS), cujas 

substâncias foram resultantes da degradação de deoxirribose catalisada pela 

hemoglobina ou Fe
2+

. O ácido fítico inibiu a oxidação do ascorbato como resultado 

da redução de Fe
3+ 

a Fe
2+ 

na presença de 100 mM de Fe
3+ 

e 100 mM de ácido 

ascórbico. Inibiu também a formação de substâncias que reagiram com o ácido 
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tiobarbitúrico (TBARS) resultantes da catálise do H2O2 e hemoglobina. O ácido fítico 

inibiu a oxidação lipídica em sistemas contendo ascorbato-ferro, dependente da 

concentração do ascorbato. Estes resultados indicaram que o fitato atuou como 

antioxidante na prevenção da deterioração oxidativa de alimentos.  

Em estudos realizados por Soares et al. (2004) foi verificado que a 

adição de 2 mM de ácido fítico como antioxidante complementar em filés de peito de 

frango suplementados com vitamina E inibiu o desenvolvimento de WOF em até 

95,30%, durante 5 dias sob armazenamento a 6ºC. Tais resultados demonstraram 

uma reação sinérgica entre os dois antioxidantes. O germe de milho contendo ácido 

fítico, foi adicionado na dieta de suínos e, ao final, verificou-se uma inibição da 

rancidez da carne com manutenção da performance do crescimento (Harbach et al., 

2007). O potencial antioxidante do ácido fítico do germe de milho foi confirmado pela 

atividade de seqüestro de radicais livres e quelação de metais por meio de ensaios 

de deoxirribose e batofenantrolina. O seqüestro do radical hidroxil e a atividade 

quelante para o Fe
+2 

foi dependente da concentração do ácido fítico sendo que a 

quelação aumentou com o tempo de contato com o Fe
+2 

(Filgueiras et al., 2009).  

 

 

3.4 MÉTODOS PARA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

 

 

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1990), mecanismos de ação 

antioxidante podem incluir: supressão da formação de EROS tanto pela inibição de 

enzimas ou pela quelação de elementos envolvidos na produção de radicais livres; 

seqüestro de EROS e aumento ou proteção das defesas antioxidantes do organismo 

(Pietta, 2000). Portanto, a atividade antioxidante pode e deve ser avaliada com 

diferentes testes envolvendo vários mecanismos. A maioria das metodologias 

químicas são baseadas na habilidade de seqüestrar diferentes radicais livres, mas 

também podem ser utilizadas a absorção de UV e habilidade de quelar íons metais 

de transição (Moure et al., 2001).  

Testes para medir a atividade seqüestradora de diferentes radicais, 

como ânion superóxido, radical hidroxil, óxido nítrico, radicais alquil-peroxil, ABTS
+ 

(radical cátion de 2,2’-azinobis), DPPH
• 

(radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) têm sido 
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empregados (Moure et al., 2001). Outros testes podem ser citados: oxidação de beta 

caroteno em emulsão com ácido linoléico, potencial redox, poder redutor, razão de 

degradação de compostos fenólicos como conseqüência de sua atividade 

antioxidante, atividade queladora de íons metais, oxidação de DNA, oxidação de 

membranas biológicas, peroxidação lipídica induzida por UV, oxidação de 

mitocôndria de fígado de rato e peroxidação induzida por NADPH/ferro (Moure et al., 

2001).  

O primeiro produto da redução univalente do oxigênio é o ânion 

superóxido que apresenta baixa reatividade, no entanto ele reage facilmente com 

peróxido de hidrogênio gerando radical hidroxil (Robak e Gryglewski, 1988). O 

sistema xantina-oxidase é um teste fácil e rápido que gera ânion superóxido e 

possibilita a medida da atividade seqüestradora deste radical por diferentes 

compostos. O ânion superóxido formado reduz o substrato nitro blue tetrazolium ou 

citocromo c que é detectado por espectrofotometria. No entanto, algumas condições 

devem ser verificadas como observação se a substância em estudo não inibe a 

formação de ânion superóxido e se a substância não reduz o substrato (Halliwell et 

al., 1995).  

Medidas de ação protetora contra peroxidação lipídica tem sido 

frequentemente utilizada com triacilglicerídeos, óleos vegetais e de peixe como 

substrato para oxidação. Outros substratos como fosfolipídios ou lipoproteínas 

também são empregados (Moure et al., 2001). Opcionalmente, cátions metálicos 

podem ser usados como catalisadores durante o ensaio de oxidação e também 

moléculas orgânicas com metal (Chen e Ahn, 1998). Os ácidos graxos 

polinsaturados (PUFA) são altamente sensíveis a deterioração oxidativa e tem sido 

utilizados para testes com antioxidantes naturais (Moure et al., 2001).  

Desde que foi descrita, a reação colorimétrica do ácido tiobarbitúrico 

(TBA) com uma substância desconhecida formada durante incubação aeróbia de 

homogenatos de tecidos, a qual foi identificada como malonaldeído (MDA), um 

produto secundário da peroxidação lipídica, a reação de peróxidos lipídicos com 

TBA tem sido adotada como um método para avaliar a extensão da peroxidação 

lipídica in vitro. A produção de MDA durante a peroxidação de membranas 

microssomais varia entre os diferentes tecidos, podendo dificultar o estudo da exata 

extensão da formação de peroxidação (Halliwell et al., 1995).  
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Aldeídos e açúcares também podem reagir com TBA para produzir 

cor que absorve em 535 nm e ambos interferem com a detecção de MDA quando 

presentes em quantidades milimolares. Então, o ensaio de TBA foi modificado 

reduzindo o aquecimento de 100ºC para 85ºC para evitar interferência da sacarose 

presente no tampão (Buege e Aust, 1978).  

A medida direta de hidroperóxidos tem a vantagem sobre o ensaio 

de TBA em que permite uma comparação mais exata dos níveis de peróxidos 

lipídicos formados. Entretanto, seu uso é limitado pelo fato de que os hidroperóxidos 

em membranas biológicas são espécies transitórias que são expostas por fatores 

que catalisam sua quebra. Tem sido demonstrado que a peroxidação lipídica 

dependente de NADPH resulta num rápido aumento de hidroperóxidos seguidos por 

declínio causado provavelmente por sua quebra. In vitro, metais de transição, 

particularmente no seu estado reduzido, facilitam a decomposição de hidroperóxidos 

(Buege e Aust, 1978).  

Vários métodos foram desenvolvidos para determinar a capacidade 

antioxidante (Berg et al., 1999; Prior et al., 2005). Dentre estes métodos destacam-

se o sistema de quelar íons Fe
+2 

usando a batofenantrolina (BPS) e os métodos de 

seqüestro de radicais livres, tais como DPPH(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e radical 

hidroxil por meio do ensaio de deoxirribose (Prior et al., 2005). 

O ensaio de deoxirribose permite a determinação da razão constante 

de reações com o radical hidroxil (Aruoma, 1999). É um teste em tubo, relativamente 

simples no qual o radical é gerado pela mistura de ascorbato, peróxido de hidrogênio 

e Fe
3+

-EDTA (Halliwell et al., 1995). Após aquecimento em condições ácidas, 

também ocorre a formação de MDA que é detectado pela complexação com o TBA 

(Halliwell et al., 1987). Porém, deve-se tomar cuidado com alguns aspectos como 

verificar se a substância não reagiu com o peróxido de hidrogênio, se o ataque do 

radical à substância pode formar compostos que reagem com o TBA e assegurar 

que a substância não interferiu com os produtos de medida (Halliwell et al., 1995). O 

método para determinação da atividade queladora do íon ferro pelo antioxidante, 

utilizando a BPS como um forte quelador de ferro, baseia na formação do complexo 

colorido Fe2(BPS)3, o qual pode ser alterado pela maior ou menor afinidade do 

antioxidante pelo ferro (Bolanm e Ulvik, 1987).  
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Um novo método para avaliar a atividade seqüestradora de 

compostos específicos ou extratos está sendo muito utilizado pela rapidez e 

facilidade. A redução do radical estável DPPH
• 
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ou seja, a 

capacidade de doar elétrons para o radical é monitorado pela diminuição da 

absorvância deste radical em 517 nm (Parejo et al., 2000).  

A utilização de mais de um método para avaliar a atividade 

antioxidante de uma substância se faz necessária, pois o potencial de um composto 

pode ser diferente de acordo com o ensaio empregado, ou mesmo, dentro de um 

ensaio quando a polaridade do meio é diferente, além do que o composto pode ser 

um poderoso antioxidante em um método e se comportar como pró-oxidante em 

outro (Moure et al., 2001).  

 

 

3.5 OUTRAS APLICAÇÕES DO ÁCIDO FÍTICO  

 

 

Os antioxidantes tem sido demonstrados por atuarem em processos 

crônicos como doenças cardiovasculares e câncer (Correa, 1995) e também pelos 

benefícios para a saúde humana (Empson et al., 1991) tais como redução de 

infecções intestinais (Graf e Eaton, 1990).  

Grases et al. (1992) demonstraram que a ingestão de 50 a 100 mg 

de ácido fítico duas a três vezes ao dia na forma de sais de cálcio-magnésio ou por 

alimentos ricos em fitato foi eficiente no tratamento de litíase renal. A habilidade do 

ácido fítico quelar os minerais tem como conseqüência o seu efeito protetor que 

quela o ferro e previne o risco de câncer de cólon, redução do colesterol e 

triglicerídios (Zhou e Erdman, 1995).  

Yang e Shamsuddin (1995) descreveram que o ácido fítico ingerido 

por meio de dietas naturais, como cereais e leguminosas, atuou na prevenção de 

câncer de cólon. Demonstraram também a eficácia do ácido fítico como coadjuvante 

no tratamento quimioterápico para este tipo de câncer.  

Ensaios com ratos realizados por Ullah e Shamsuddin (1990) 

demonstraram que o ácido fítico a 1% não foi tóxico, após longo tempo de ingestão. 

Desta forma, Ko e Godin (1991) sugeriram a aplicação terapêutica do ácido fítico no 
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tratamento de isquemia e reperfusão miocardíaca, enquanto que, Rao et al. (1991) 

comprovaram esta ação terapêutica.  

O ácido fítico com finalidade farmacológica foi descrito como um 

antagonista eficiente na atividade de crescimento de tumores (Morrison et al., 1994), 

redução da peroxidação lipídica sanguínea (Knight e Searles, 1994), inibição de 

tumores mamários em ratos (Hirose et al., 1994) e na prevenção de pólipos, 

adenomas e carcinoma coloretal (Weinberg, 1994). Outros usos potenciais de ácido 

fítico também têm sido descritos na área biomédica, química e outras (Graf e Eaton, 

1990).  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 MATERIAL  

 

 

Para obtenção de ácido fítico foi utilizado germe de milho 

desengordurado, que foi fornecido por uma Cooperativa Agrícola da região. O ácido 

fítico padrão utilizado foi o fitato de dodecassódio (Na12C6H6O24P6; PM= 923,8) de 

milho, de procedência Sigma.  

 

 

4.2 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS  

 

 

Todos os procedimentos analíticos foram realizados em triplicata.  

 

 

4.3 DESEMPENHO DA QUANTIFICAÇÃO DO ÁCIDO FÍTICO  

 

 

Para assegurar o processo de obtenção do ácido fítico, foram 

aplicados alguns parâmetros de desempenho da sua quantificação. Assim, a 

exatidão, precisão, linearidade, especificidade, limite de detecção e limite de 

quantificação foram determinados conforme descrito na resolução (RE) nº 899, de 

29 de maio de 2003 emitida pela ANVISA -Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(BRASIL, 2003).  

 

 

4.3.1 Exatidão  

 

 

A exatidão do método foi estimada pela seguinte equação:  
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Onde CME é a concentração média experimental e C é a 

concentração do ácido fítico padrão  

 

 

4.3.2 Precisão  

 

 

A precisão foi analisada por meio de repetibilidade do método onde 

foi avaliada a recuperação do ácido fítico padrão em diferentes concentrações. 

Assim, a precisão foi expressa pela seguinte equação:  

 

Onde CV é o coeficiente de variação em porcentagem, DP é o 

desvio padrão e CMD a concentração média determinada.  

 

 

4.3.3 Linearidade  

 

 

A linearidade do método foi determinada por meio da construção, em 

triplicata, de cinco curvas padrões de ácido fítico com concentrações teóricas 

crescentes de 25 a 135 µg de padrão de ácido fítico versus a absorvância 

correspondente a cada concentração.  

 

 

4.3.4 Limite de Quantificação  

 

 

O limite de quantificação (LQ) do método foi estimado pela seguinte 

equação:  
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Onde DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de várias 

curvas de calibração com diferentes concentrações de ácido fítico padrão e ic é a 

inclinação da curva de calibração.  

 

 

4.3.5 Limite de Detecção  

 

 

O limite de detecção (LD) do método foi estimado pela seguinte 

equação:  

 

Onde DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y de várias 

curvas de calibração com diferentes concentrações de ácido fítico padrão e ic é a 

inclinação da curva de calibração.  

 

 

4.3.6 Especificidade  

 

 

Para verificar a especificidade do método, o ácido fítico padrão foi 

adicionado em uma matriz de germe de milho para detectar as prováveis 

substâncias interferentes que poderiam afetar os resultados. Assim, 20 mg de ácido 

fítico padrão foram adicionados em 10g de germe de milho triturado e o teor de 

ácido fítico foi determinado na presença da matriz do germe de milho triturado.  
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4.4 DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO FÍTICO  

 

 

O ácido fítico foi extraído a partir de 5 a 10 g de amostras trituradas 

em solução HCl 0,8 M, na proporção de 1:10 (p/v) e agitação constante por 2 horas. 

Em seguida, o material foi centrifugado a 400 g, por 10 min. e obtido o 

sobrenadante. Este foi diluído em água destilada e o ácido fítico foi quantificado, 

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

resina de troca aniônica para Dowex-Agx-4, proposto por Ellis e Morris (1986). Para 

cromatografia, foi utilizada uma coluna de vidro (30 x 1,0 cm) contendo 0,6 g da 

resina de troca aniônica, que foi previamente preparada com eluições sucessivas de 

10 mL de água destilada, 10 mL de NaCl 0,7 M 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 M e 10 mL de NaCl 0,7 M e recolhido 10 mL do último eluato. A 

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

adicionado 1 mL do reativo de Wade (ácido sulfosalicílico e cloreto férrico), e o 

complexo formado foi lido em espectrofotômetro UV-Visível (marca Cintra® 20, 

modelo GBC) a 500 nm.  

A curva-padrão foi construída com solução de fitato de dodecassódio 

(Sigma), dissolvido em água destilada com concentrações que variaram de 22,5 a 

135 µg de ácido fítico mL
-1

. Estas alíquotas foram diluídas para 3 mL, com água 

destilada, e adicionado 1 mL de reagente de Wade. A leitura foi feita no 

espectrofotômetro a 500 nm. Os dados obtidos foram plotados no gráfico e efetuada 

a regressão linear para quantificar o teor de ácido fítico. Os resultados foram 

expressos em porcentagem de ácido fítico.  

 

 

4.5 ESTRATÉGIA DE EXTRAÇÃO E OBTENÇÃO DO ÁCIDO FÍTICO DO GERME DE MILHO  

 

 

Para extração de ácido fítico foi utilizado 20 g de germe de milho 

triturado e ressuspenso em HCl 0,8 M na proporção sólido-líquido de 1:5 (p/v) e 

agitação constante por 2 h. O pH final desta solução foi ajustado com adição de 
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NaOH 4 M para 4,8 para precipitação da proteína. O material obtido foi centrifugado 

a 400 g por 10 min para obtenção do sobrenadante contendo o ácido fítico e o 

resíduo foi desprezado. No sobrenadante o teor de ácido fítico foi quantificado 

conforme item 2.4.  

Em seguida, o pH do sobrenadante foi ajustado com NaOH 4 M até 

atingir o pH de 9,5 para precipitar o ácido fítico. Após cerca de 12 h para decantação 

do precipitado procedeu-se a centrifugação a 400 g por 10 min para obter o 

precipitado bruto. Neste precipitado, o ácido fítico foi ressuspenso com 15 mL de 

HCl 0,8 M e adicionado 10 mL de formaldeído e 0,5 g de terra diatomácea para 

desnaturação de proteínas e remoção de outros constituintes, respectivamente. O 

material obtido foi mantido sob agitação mecânica com aquecimento a 50ºC por 1 h. 

Esta solução foi mantida em repouso por 2 h para decantação do precipitado. 

Seguiu-se a filtração com papel de filtro Whatman #1 e obtido o sobrenadante. No 

sobrenadante, o ácido fítico foi precipitado com NaHCO3 1,5 M até atingir pH de 8,5. 

O material foi filtrado com papel de filtro Whatman #1. A secagem do precipitado foi 

realizada em estufa a 60ºC e obtido um pó de coloração branca contendo o ácido 

fítico.  

 

 

4.6 RENDIMENTO DO ÁCIDO FÍTICO  

 

 

A porcentagem de rendimento de ácido fítico obtido foi estimada 

pela seguinte equação:  

 

Onde AFi é a massa de ácido fítico na amostra inicial e AFf éa 

massa de ácido fítico em pó.  
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4.7 AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE OBTENÇÃO DO ÁCIDO FÍTICO DO GERME DE MILHO  

 

 

O ácido fítico obtido foi caracterizado parcialmente pelas 

determinações dos constituintes minerais, fósforo total e inorgânico, teor de proteína 

e solubilidade (Chen et al.,1956; AOAC, 1997).  

 

 

4.7.1 Determinação de Minerais  

 

 

O teor de magnésio, cálcio e zinco foram quantificados por 

espectrofotometria de absorção atômica. A quantificação de potássio e sódio foi 

realizada por fotometria de chama (Dean, 1960; Okumura et al., 2004).  

 

 

4.7.2 Determinação de Fósforo Total e Inorgânico  

 

 

Para determinação do fósforo total, 0,1 g do ácido fítico em pó foram 

digeridos em 5 mL de solução nitro perclórica e determinado colorimetricamente 

conforme procedimento descrito por Chen et al. (1956).  

A determinação do fósforo inorgânico da amostra foi feita a partir de 

1 g de amostra do ácido fítico em pó. A extração foi realizada com solução TCA 

12,3% sob agitação por 6 h e o teor de fósforo foi determinado colorimetricamente 

segundo Chen et al. (1956).  

Para converter o teor de ácido fítico em fósforo fítico foi considerado 

a proporção de 28,2% de fósforo de sua massa molecular (C6H18O24P6; PM= 660 

g/mol).  
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4.7.3 Solubilidade do Ácido Fítico  

 

 

Para a determinação da solubilidade do ácido fítico obtido, 30 mg de 

ácido fítico foram diluídos em 100 mL de água destilada e também em solução de 

HCl pH 0,6, 2,0 e 3,5. Em seguida, a solução foi filtrada em papel de filtro Whatman 

#1 e a quantificação de ácido fítico foi efetuada conforme item 4.4.  

 

 

4.7.4 Determinação de Proteína  

 

 

O teor total de proteína do ácido fítico obtido foi determinado 

conforme o método da AOAC (1997) por meio da técnica de Kjeldahl para análise de 

nitrogênio total, utilizando o fator de 6,25 para conversão.  

 

 

4.8 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DO ÁCIDO FÍTICO OBTIDO  

 

 

4.8.1  Preparo de Amostras para os Ensaios de DPPH
• 

, Deoxirribose e 

Batofenantrolina  

 

 

O ácido fítico do germe de milho e ácido fítico padrão, em triplicatas, 

foram diluídos em água deionizada com obtenção de concentrações finais de 0,3 

µM; 0,6 µM; 1,3 µM; 2,6 µM; 3,3 µM; 6,6 µM; 13,1 µM; 16,6 µM; 33,2 µM; 66,5 µM; 

130,5 µM; 261,87 µM e 652,7 µM e empregadas para investigar o potencial 

antioxidante por meio de ensaios utilizando DPPH, deoxirribose e batofenantrolina. 
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4.8.2 Precisão dos Métodos Analíticos  

 

 

A precisão dos métodos de deoxirribose e batofenantrolina foi 

determinada pela repetibilidade (intra-ensaio) e precisão intermediária (inter-ensaio). 

A repetibilidade, para o ensaio de deoxirribose, foi avaliada no mesmo dia por meio 

de análises de amostras com a mesma concentração (6,6 e 66,5 µM de ácido fítico 

padrão). Para ensaio de batofenantrolina foram utilizadas concentrações de 3,3 e 

6,6 µM de ácido fítico padrão. A precisão intermediária foi determinada nas mesmas 

concentrações e comparadas as análises em 3 dias diferentes.  

 

 

4.8.3 Ensaio de DPPH
• 

 

 

 

A atividade antioxidante de diferentes concentrações de ácido fítico 

padrão e ácido fítico do germe de milho foram determinadas pela capacidade 

doadora de elétrons do ácido fítico ao radical livre estável DPPH(250 μM) e 50 L 

de diferentes concentrações de ácido fítico padrão ou ácido fítico do germe de milho. 

Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 10 min e a absorvância foi lida 

a 517nm. O controle positivo não continha ácido fítico e o branco foi constituído de 1 

mL de tampão acetato 100 mM, pH 5,5 e 1,5 mL de etanol. A atividade antioxidante 

foi expressa como % de atividade doadora de elétrons ao radical DPPH

pelo ácido 

fítico e estimada pela seguinte equação: 

 

Onde Aa é a absorvância da amostra e A0 é a absorvância do 

controle positivo.  
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4.8.4 Ensaio de Deoxirribose  

 

 

A eficiência do ácido fítico no seqüestro do radical hidroxil foi 

avaliada pela degradação de deoxirribose (Halliwell et al., 1987). Foram misturados 

em tubos de ensaios 1 mL de tampão KH2PO4-KOH (20mM, pH 7,4), 10 µL de 

ascorbato (100 µM), 50 µL de diferentes concentrações de ácido fítico padrão ou 

ácido fítico do germe de milho, 10µL de deoxirribose (2,8mM ), 10 µL de H2O2 

(1mM), 10 µL de Fe-EDTA (FeCl3 50 µM, EDTA 52 µM). Os tubos, contendo a 

mistura de reação, foram incubados a 37ºC por 30 min. Após este período, 1mL de 

ácido tiobarbitúrico (1% em NaOH 50 mM), 100 µL de NaOH (10M) e 500 µL de 

H3PO4 (20%) foram adicionados aos tubos e os mesmos foram incubados a 85ºC por 

20 min. No ensaio, ocorreram as seguintes reações:  

 

A formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi 

avaliada, principalmente, como MDA devido a degradação de deoxirribose causada 

pelo radical hidroxil. A medida foi realizada em 535 nm a temperatura ambiente. 

Foram feitos concomitantemente o branco (ausência de deoxirribose) e o controle 

positivo (ausência de ácido fítico). Assim, a atividade antioxidante foi expressa como 

% de seqüestro do radical hidroxil pelo ácido fítico e estimada similarmente a 

equação (6). 

 

 

4.8.5 Ensaio de Batofenantrolina 

 

 

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

com o ensaio de batofenantrolina (BPS) (Bolanm e Ulvik, 1987). Neste ensaio, 10μL 
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de (NH4)2Fe(SO4)2 (50 μM), 50L das diferentes concentrações de ácido fítico 

padrão ou ácido fítico do germe de milho e 10μL de BPS (0,2mM) foram adicionados 

a 2 mL de meio de reação contendo 125 mM de sacarose, 65 mM de KCl, e 10 mM 

de Tris-HCl, pH 7,4. O Fe2+
 e ácido fítico foram mantidos em contato por 0, 5, 10 ou 

15 minutos no meio de reação antes da adição de BPS. Após adição dos reagentes, 

os tubos contendo a mistura de reação foram mantidos a temperatura ambiente por 

15 minutos. A atividade queladora do ferro foi determinada pela formação do 

complexo Fe2(BPS)3. 

A coloração proveniente da reação foi lida em 530 nm. Foram feitos 

concomitantemente o branco (meio de reação) e o controle positivo (meio de reação 

+ Fe2++ BPS). A atividade antioxidante foi expressa como % de atividade queladora 

do íon Fe2+
 pelo ácido fítico e estimada similarmente a equação (6). 

 

 

4.9 Avaliação da Capacidade Antioxidante do Ácido Fítico do Germe de Milho 

 

 

4.9.1 Efeito do Ácido Fítico sobre a Atividade Inibidora da Peroxidação Lipídica in 

vitro induzida por Ferro 

 

 

O efeito do ácido fítico padrão e ácido fítico do germe de milho sobre 

a atividade inibidora da peroxidação lipídica induzida por ferro foi avaliado pela 

diminuição da formação de malonaldeído (MDA) conforme procedimento descrito por 

Buege e Aust (1978) e modificado por Casagrande et al. (2006). Neste procedimento 

ocorrem as seguintes reações: 
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Assim, foram misturados em tubos de ensaios 1mL de tampão 

KH2PO4-KOH 20 mM e pH 7,4, 10 μL de ascorbato 10 mM, 100 L de diferentes 

concentrações de ácido fítico padrão ou ácido fítico do germe de milho, 100 L de 

ácido linoleico 20 mM, 10 L de H2O2 100 mM e 10 L de FeCl3 5 mM. Os tubos 

foram incubados a 37ºC por 30 min e adicionados 1mL de ácido tiobarbitúrico 1% 

em NaOH 50mM, 100L de NaOH 10M e 500L de H3PO4 20% e, novamente 

incubados a 85ºC por 20 min. Os compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico foram 

extraídos com 2 mL de n-butanol. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 

9800 g por 15 minutos e lida a absorvância do sobrenadante em 535 nm a 

temperatura ambiente. 

Foram feitos concomitantemente um branco sem o ácido linoleico e 

um controle positivo sem o ácido fítico. A atividade antioxidante foi expressa como % 

inibição da peroxidação lipídica pelo ácido fítico e estimada pela equação (7). 

 

Onde: Aa é a absorvância da amostra e Ao é a absorvância do controle positivo 
 

 

4.9.2 Preparo das Amostras 

 

 

As amostras de coxas com sobrecoxas de frango sem pele foram 

desossadas e trituradas (triturador doméstico) e utilizadas para aplicação de 

diferentes concentrações de antioxidantes. Assim, 500 g de carnes trituradas foram 
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homogeneizadas com 50 mL de água deionizada contendo, cada uma, 2,5 mM, 5 

mM e 10 mM de ácido fítico padrão, ácido fítico do germe de milho ou 0,5 % de 

eritorbato de sódio. Uma amostra controle foi utilizada contendo apenas água 

deionizada e sem adição de antioxidante. Todas as amostras foram colocadas em 

bandejas de poliestireno cobertas com uma camada de filme permeável e 

armazenadas nos tempos de 0, 2, 4 e 6 dias, sob refrigeração a 6 ± 1ºC com luz 

fluorescente. Em todos os tempos foram realizadas medidas, em triplicatas, de 

oxidação lipídica (TBARS), desenvolvimento de aroma de requentado (WOF) e 

formação de metamioglobina. 

 

 

4.9.3 Medidas de Oxidação Lipídica 

 

 

Durante o período de armazenamento de 0, 2, 4 e 6 dias, a 6 ± 1ºC, 

a oxidação lipídica foi acompanhada pelo método do ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) 

conforme procedimento descrito por Tarladgis et al. (1964) e modificado por Crackel 

et al. (1988). O método consistiu em determinar espectrofotometricamente a 530 nm 

o complexo de coloração vermelha formado pela condensação de dois moles do 

TBA com 1 mol de malonaldeído e/ou outras substâncias que reagem com o TBA.  

Neste procedimento, 10 g de amostra, em triplicata, foram homogeneizadas em um 

erlenmeyer de 500 mL com 98 mL de água destilada, 2,5 mL de HCl 4 N e 5 gotas 

de antiespumante (8 partes de Span80 + 1,3 partes de Tween 20) e algumas pérolas 

de vidro. Em seguida, esta solução foi destilada por 10 minutos e coletados 50 mL. 

O destilado foi homogeneizado e uma alíquota de 5 mL foi transferida para um tubo 

de ensaio com tampa rosqueável. Adicionou-se 5 mL de TBA 0,02 M e colocados 

em banho-maria fervente por 35 minutos. Após resfriar em temperatura ambiente, a 

leitura foi realizada em espectrofotômetro a 530 nm. A curva padrão foi traçada pelo 

uso de solução aquosa de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) nas concentrações de 

0,1a 7,0 M. Os resultados foram expressos em mg de TBARS / kg de amostra e a 

atividade antioxidante foi expressa como: 

 

 



39 
 

Onde: TBARSc é o valor de TBARS do controle TBARSa é o valor de TBARS da 

amostra 

 

 

4.9.4 Determinação de Aroma de Requentado (WOF) 

 

 

Inicialmente, cada amostra adicionada de antioxidante, foi embalada 

a vácuo em saco plástico e aquecida em banho-maria fervente por 20 minutos 

conforme procedimento descrito por Igene e Pearson (1979). Após aquecimento, as 

amostras foram colocadas em bandejas de poliestireno cobertas com uma camada 

de filme permeável e armazenadas por 48 horas sob refrigeração a 6±1ºC com luz 

fluorescente. Em seguida, as amostras foram reaquecidas em microondas na 

potência alta por 4 minutos e analisadas, em triplicata, quanto a oxidação lipídica em 

TBARS conforme descrito anteriormente. Os resultados de desenvolvimento de 

aroma de requentado ou WOF foram expressos em mg de TBARS/ kg de amostra e 

a atividade antioxidante foi estimada similarmente a equação (7). 

 

 

4.9.5 Determinação da Formação de Metamioglobina 

 

 

Para análise da porcentagem de metamioglobina nas amostras de 

frangos trituradas contendo os antioxidantes, 5 g de cada amostra foram colocadas 

em um tubo de centrífuga de 50 mL e adicionou-se 25 mL de tampão fosfato 40mM 

e pH 6,8 conforme procedimento descrito por Krzywicki (1982). A mistura foi 

homogeneizada por 10 segundos a 13500 g e armazenada por 1 hora a 4 ºC. Após 

esse período foi realizada a centrifugação a 5000 g por 30 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi filtrado com papel de filtro Whatman #1 e a absorvância foi lida no 

espectrofotômetro a 700, 572 e 525 nm. A porcentagem de metamioglobina formada 

foi determinada conforme a equação (9): 
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Onde: A572 é a absorvância do sobrenadante a 572nm 

 A700 é a absorvância do sobrenadante a 700nm 

 A525 é a absorvância do sobrenadante a 525nm 

A atividade antioxidante foi estimada similarmente a equação (7). 

 

 

4.10 ANÁLISES ESTATÍTICAS 

 

 

Para avaliar a influência do tempo no ensaio de batofenantrolina 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). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média (DP) e considerado significativamente diferente quando foi obtido P< 0,05. 

 A concentração de ácido fítico que inibiu o processo oxidativo em 

50% (IC50) foi estimada pelo software GraphPad Prism (Versão 4.00, 2003), 

utilizando uma curva hiperbólica (one site binding hyperbola). Para avaliar o efeito da 

adição dos antioxidantes nas carnes de frango, os dados foram analisados 

utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparações múltiplas de 

Tukey (Programa STATISTICA, Versão 6.0, 2001). Os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão da média (DP) e considerado significativamente 

diferente quando obtido 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 

 

 

O artigo a seguir será encaminhado ao periódico Food Science and 

Technology. As normas para publicação estão anexadas após o artigo. 
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Processo de Purificação de Ácido Fítico do Germe de Milho 

Corn Germ Phytic Acid Purification or Obtaining Process 

Cristina Tostes Filgueiras, Tatiana Shizue Fukuji, Elenise Sauer Leal, Lucas Varéa 

Pereira**, Massami Shimokomaki, Elza Iouko Ida* 

 

 

Resumo 

 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver o processo de purificação do ácido fítico do 

germe de milho desengordurado após assegurar os parâmetros de desempenho da 

sua quantificação. O desempenho do método de determinação do ácido fítico foi 

demonstrado pela ótima precisão e exatidão com baixo coeficiente de variação, 

elevada especificidade, linearidade, robustez e os limites mínimos de detecção e 

quantificação do ácido fítico purificado foram de 0,19 μg/mL e 0,58 μg/mL, 

respectivamente. A eficiência do processo de purificação de ácido fítico do germe de 

milho foi avaliada após extração com HCl 0,8mol/L, centrifugação, precipitação e 

secagem. O ácido fítico purificado em pó apresentou rendimento de 67,01± 0,73% e 

grau de pureza de 85,41± 0,95% com 15,16 ± 1,58 g/100g de fósforo total, 15,05 ± 

0,00 g/100g de fósforo fítico e teor de proteínas de 0,24 ± 0,03 g/100g. O elevado 

teor de magnésio, sódio e potássio no ácido fítico purificado sugere a sua 

predominância na forma de seus respectivos fitatos. Em pH 0,6 e 2,0 o ácido fítico 

purificado foi totalmente solúvel e em pH 7,0 apresentou 76,13% de solubilidade 

 

Palavras-chave: purificação, ácido fítico, germe de milho, obtenção 
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Abstract 

The objective of this work was to develop a process of purifying phytic acid from 

defatted corn germ after to ensure the parameters the performance of its 

quantification. The performance of determination method of phytic acid was 

demonstrated by high precision and accuracy with low coefficient of variation, high 

specificity, linearity, robustness and minimum limit of detection of 0.19 ug/mL and 

quantification of 0.58 ug/mL. The efficiency of process of purifying phytic acid was 

measured after extraction with HCl 0.8 mol/L, centrifugation, precipitation and drying 

steps. The purified phytic acid powder had a processing yield of 67.01±0.73% and 

purity index of 85.41±0.95%. The content of total phosphorus and phytic phosphorus 

was 15.16±1.58 g/100g and 15.05±0.00 g/100g, respectively and the protein content 

was 0.24±0.03 g/100g. The high content of magnesium, sodium and potassium in 

phytic acid suggests their predominance in the form of their phytates. The purified 

phytic acid was completely soluble at pH 0.6 and 2.0 and showed 76.13% of 

solubility at pH 7.0. 

 

Key Words: purifying, phytic acid, corn germ, obtenção 
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1. Introdução 

 

O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato é um dos componentes dos 

grãos, tubérculos e leguminosas. Em geral, o ácido fítico possui 60 a 97% do fósforo 

total e atua como reserva de fósforo (Ravindran, Ravindran & Sivalogan, 1994). Nos 

cereais, o teor de ácido fítico varia de 3 a 6 g/100g e está distribuído em diferentes 

componentes do grão (Lolas, Palamidis & Markakis, 1976; Cheryan, 1980; Miller, 

Yongs & Oplinger,1980). O milho possui 88% do ácido fítico no germe (Reddy, Sathe 

& Salunkhe, 1982), e este contém 6 a 7 g/100g em base seca (O’Dell, de Boland & 

Koirtyohann, 1972; Erdman, 1979; Fukuji, Ferreira, Soares, Prete & Ida, 2008). 

O ácido fítico apresenta um grande potencial para formação de 

complexos na presença de cátions (Graf & Eaton, 1990) e sob condições fisiológicas 

é fortemente ionizado. Este pode interagir com proteínas e íons metálicos formando 

complexos dos quais muitos são insolúveis e biologicamente indisponíveis para 

humanos (Graf & Eaton, 1985; Torre & Rodriguez, 1991). Devido a este fato, o ácido 

fítico foi investigado por vários pesquisadores e considerado como um antinutriente 

(Morris & Ellis, 1981; Oberleas & Harland, 1981; Sandstrom & Sandberg, 1992; Zhou 

& Erdman, 1995). 

No entanto, a partir da década de 90, o ácido fítico foi reconhecido 

pelo seu aspecto positivo à saúde humana, principalmente devido a sua capacidade 

de quelar o ferro e inibir a produção do radical hidroxil (•OH) (Jariwalla, Sabin, 

Lawson & Herman, 1990; Vucenik, Sakamoto, Bansal & Shansuddin, 1993). O ácido 

fítico como antioxidante, também tem sido extensivamente investigado devido à 

redução do risco de câncer de cólon (Ullah & Shansuddin, 1990; Thompson & 

Zhang, 1991; Vucenik et al., 1993; Yang & Shansuddin, 1995), prevenção de 

cálculos renais (Ohkawa, Ebisuno, Kitagawa, Morimoto, Miyazaki & Yasukawa, 1984; 

Grases, Isern, Gabrial, Bauza, Almirall & Rafael, 1992; Zhou & Erdman, 1995) e 

diminuição do colesterol e triglicérides (Klevay, 1977; Jariwalla et al., 1990). 

O potencial antioxidante do ácido fítico do germe de milho foi 

confirmado pela atividade de seqüestro de radicais livres e quelação de metais por 

meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina. O seqüestro do radical hidroxil e 

a atividade quelante para o Fe+2
 foi dependente da concentração do ácido fítico 

sendo que a quelação aumentou com o tempo de contato com o Fe+2
 (Filgueiras, 

Casagrande, Soares, Shimokomaki & Ida, 2009). 
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No Codex Alimentarius, o ácido fítico foi revisado como antioxidante 

com INS (System for Food Additives) número 391(Pokorny, Yanishlieva & Gordon, 

2003). É rotineiramente empregado em muitos países em diversos produtos 

alimentícios, devido a sua propriedade antioxidante e tornou uma opção interessante 

como um aditivo natural em indústria de alimentos (Graf, 1983; Oatway, Vasanthan 

& Helm, 2001; Pokorny et al., 2003), área médica e indústria química (Graf, 1986; 

Reddy et al.,1982; Graf & Eaton, 1990). A adição de pequenas quantidades de ácido 

fítico em alimentos inibe as transformações oxidativas, reduz a degradação de ácido 

ascórbico e diminui a peroxidação em carnes de frango (Empson et al., 1991). Da 

mesma forma, em carnes de frango, o ácido fítico preveniu a oxidação lipídica na 

sua fase inicial com participação sinérgica com a vitamina E (Soares, Olivo, 

Shimokomaki & Ida, 2004). O germe de milho contendo ácido fítico, foi adicionado 

na dieta de suínos e, ao final, verificou-se uma inibição da rancidez da carne com 

manutenção da performance do crescimento (Harbach et al., 2007). 

A quantificação de ácido fítico tem sido realizada principalmente pelo 

uso de métodos por precipitação e cromatografia, sendo que o método por 

cromatografia de troca iônica desenvolvido por Harland & Oberleas (1977) tem sido 

amplamente utilizado e adotado como oficial pela AOAC (Association of Official 

Analytical Chemists). Neste método utiliza a resina AG1-X4 para recuperação do 

fitato, seguido de digestão ácida e quantificação do teor de fósforo por colorimetria. 

Latta & Eskin (1980) modificaram este método utilizando o reagente de Wade após a 

cromatografia de troca iônica e quantificação direta do fitato por colorimetria. Ellis & 

Morris (1986) aplicaram o mesmo método de Harland & Oberleas (1977), porém 

utilizaram a resina AG1-X8 como mais apropriada para quantificação do ácido fítico 

devido a precisão e rapidez da análise. A extração do ácido fítico de qualquer 

produto é a primeira etapa para posterior quantificação, sendo que vários extratores 

tem sido utilizados e os mais comuns são HCl 0,6 e 1,2mL/100mL e TCA 3 e 

5mL/100mL (Thompson & Erdman, 1982; Reddy et al., 1982) ou somente HCl 

2,4mL/100mL( Latta & Eskin,1980). Diferentes métodos de quantificação de ácido 

fítico em produtos de cereais foram investigados, porém há várias limitações 

principalmente com relação à extração e quantificação direta ou indireta. 

Considerando o uso potencial do ácido fítico como antioxidante e 

suas várias aplicações principalmente como aditivo natural, este trabalho teve como 
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objetivo desenvolver o processo de purificação do ácido fítico do germe de milho 

após assegurar os parâmetros de desempenho da sua quantificação. 

 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Materiais 

 

Neste trabalho foram utilizados germe gordo (ou integral), germe 

desengordurado e germe fino de milho provenientes de uma indústria de 

processamento de milho da região. As amostras foram moídas em moinho de faca 

(modelo A11 basic, marca IKA) e classificadas com granulometrias acima de 100 

mesh em jogo de peneiras (marca Bertel). O fitato de dodecassódio (Na12C6H6O24P6; 

PM= 923,8) de milho (Sigma) foi utilizado como padrão e outros reagentes foram de 

grau analítico. Todos os procedimentos analíticos foram realizados em triplicata. 

 

 

2.2 Desempenho da quantificação do ácido fítico 

 

A determinação do teor de ácido fítico no germe de milho 

desengordurado foi realizada, segundo o procedimento descrito por Latta & Eskin 

(1980), com modificação da resina para Dowex-Agx-4, conforme Ellis & Morris 

(1986). Para assegurar o processo de obtenção do ácido fítico, foram aplicados os 

seguintes parâmetros de desempenho da sua quantificação: exatidão, precisão, 

linearidade, especificidade, limite de detecção, limite de quantificação e robustez. 

 

 

2.3 Estratégia de extração e purificação do ácido fítico do germe de milho 

 

A extração do ácido fítico foi realizada com 20g de germe de milho 

desengordurado e moído e HCl 0,8 mol/L na proporção sólido-líquido de 1:5 

(peso/volume) com agitação por 2 h. O pH do extrato foi ajustado para 4,8 com 

NaOH 4mol/L, centrifugado a 400 g por 10 min e o resíduo desprezado. O pH do 

sobrenadante foi ajustado para 9,5 com NaOH 4mol/L para precipitar o ácido fítico e 
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após 12 h para decantar o precipitado, procedeu-se a centrifugação a 400 g por 10 

min e obtido o precipitado bruto que foi ressuspenso com 15 mL de HCl 0,8 mol/L. 

Em seguida, foi adicionado 10 mL de formaldeído e 0,50 g de terra diatomácea e 

agitado com aquecimento a 50ºC por 1 h e repouso por 2 h para decantar o 

precipitado. O material foi filtrado (Whatman #1) e o pH do sobrenadante ajustado 

para 8,5 com NaHCO3 1,5 mol/L para precipitar o ácido fítico e novamente filtrado 

(Whatman #1). O precipitado foi transferido para estufa a 60ºC por 2 h para secagem 

e obtenção do ácido fítico em pó.  

O rendimento do processo de extração e purificação do ácido fítico 

foi estimado pela relação entre o teor de ácido fítico obtido e ácido fítico inicial 

multiplicado por 100. 

 

 

2.4 Avaliação do processo de purificação do ácido fítico do germe de milho  

 

O grau de pureza do ácido fítico purificado do germe de milho 

desengordurado foi analisado pela quantificação do seu teor considerando a sua 

massa total e a massa de ácido fítico estimada. 

O teor de fósforo total foi determinado a partir de 0,10 g do ácido 

fítico obtido e digestão em 5 mL de solução nitro perclórica e quantificado por 

colorimetria segundo Chen, Toribara & Warner (1956). O teor de fósforo inorgânico 

foi quantificado a partir de 1,00 g de amostra do ácido fítico purificado e extração 

com TCA 12,3 mL/100mL, com agitação por 6 h e quantificado por colorimetria 

segundo Chen et al. (1956). Para converter o teor de ácido fítico em fósforo fítico foi 

considerado que a massa molecular do ácido fítico (C6H18O24P6; PM= 660 g/mol) 

contém uma proporção de 28,2 g/100g de fósforo. 

Os constituintes minerais como magnésio, cálcio e zinco do ácido 

fítico purificado do germe de milho e do padrão foram quantificados por 

espectrofotometria de absorção atômica e potássio e sódio por fotometria de chama 

(Dean, 1960; Okumura, Cavalheiro & Nóbrega, 2004). 

O nitrogênio total foi determinado pelo método de Kjeldahl 

(AOAC,1997).  

A solubilidade do ácido fítico purificado foi avaliada com 30,00 mg de 

amostra em 100 mL de água destilada ou HCl 1mol/L para ajustes de pH 0,6; 2,0 e 
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3,5. O extrato foi agitado por 10 minutos a temperatura ambiente, filtrado (Whatman 

#1) e o teor de ácido fítico solúvel foi quantificado e expresso em porcentagem. 

 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Avaliação dos parâmetros de desempenho da quantificação do ácido fítico 

do germe de milho 

 

Para assegurar a estratégia de purificação do ácido fítico do germe 

de milho desengordurado, inicialmente foram aplicados os parâmetros de 

desempenho de sua quantificação como exatidão, precisão, linearidade, 

especificidade, limite de detecção, limite de quantificação e robustez. A recuperação 

média do ácido fítico padrão adicionado no germe de milho desengordurado foi de 

95,61 ± 0,02% e indicou que a exatidão do método de quantificação foi eficaz. A 

precisão do método de quantificação foi confirmada pela repetibilidade e 

recuperação do ácido fítico padrão em diferentes concentrações com coeficientes de 

variação (CV) de 0,02 a 7,77%. Portanto, o baixo valor de CV indicou que o método 

apresentou uma boa precisão. A linearidade do método de quantificação de ácido 

fítico foi analisada pela curva média de calibração, com concentrações crescentes 

de 25 a 140 μg/mL de ácido fítico padrão e absorvância a 500nm. O coeficiente de 

regressão linear (R2) de 99,98% indicou um bom ajuste dos dados. O método 

apresentou uma boa especificidade com a matriz de germe de milho uma vez que a 

recuperação foi de 94,64 ± 0,04% e não interferiu na quantificação do padrão de 

ácido fítico adicionado. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do método 

foram calculados com base no desvio padrão do intercepto e inclinação da curva de 

calibração média. Considerando a precisão e exatidão nas condições experimentais, 

os valores de LD e LQ foram aceitáveis com 0,19 e 0,58 μg/mL de ácido fítico, 

respectivamente. A robustez do método de quantificação do ácido fítico foi avaliada 

considerando a suscetibilidade a variações das condições analíticas. Assim, foi 

considerada a estabilidade do reativo de Wade por 15 dias a 4ºC, fluxo de eluição de 

2 mL/min na cromatografia de troca iônica e observado que os resultados não 

variaram. 
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Após estabelecer o método e assegurar o seu desempenho, o teor 

de ácido fítico foi quantificado nos diferentes germes de milho provenientes da 

indústria de processamento e os resultados estão apresentados na Tabela 1. O teor 

de ácido fítico diferiu significativamente (P<0,05) sendo que o germe 

desengordurado apresentou maior teor do que o germe gordo e germe fino, devido a 

diferentes condições de processamento para suas obtenções. O milho difere de 

outros cereais por apresentar maior concentração de ácido fítico no germe, com uma 

distribuição de aproximadamente 88,50% em relação ao grão inteiro (O’Dell et al., 

1972). Nas indústrias de processamento de milho, geralmente o endosperma do 

grão é utilizado para preparo de produtos como canjica, creme, fubá e farinha, 

enquanto que o germe é destinado principalmente à extração de óleo (Reddy et al., 

1982) e o resíduo é subutilizado. Dos componentes do milho analisados por Fukuji et 

al., (2008) o germe foi o que apresentou maior teor de ácido fítico com 8,09g/100g 

quando comparado com endosperma e grão inteiro do milho com teor de 0,07 e 

1,15g/100g, respectivamente. Assim, o germe de milho desengordurado foi utilizado 

como matéria-prima no processo de obtenção, devido o seu elevado teor de ácido 

fítico e potencial de aplicação como um antioxidante. 

 

 

3.2 Estratégia do processo de extração e purificação do ácido fítico de germe 

de milho 

 

O extrato bruto de ácido fítico do germe de milho desengordurado e 

moído foi purificado a partir da extração com HCl 0,8mol/L, com agitação por 2h, 

ajuste de pH para 4,8 com NaOH 4mol/L e centrifugação. Segundo O’Dell & de 

Boland (1976) o ponto isoelétrico das proteínas solúveis do germe de milho ocorre 

em pH 4,8 com baixa associação com o fitato. Em pH ácido e abaixo do ponto 

isoelétrico da proteína, o ácido fítico forma ligações eletrostáticas fortes com 

resíduos de aminoácidos básicos e o ácido fítico precipita com as proteínas (Reddy 

et al., 1982). Assim, neste trabalho o pH final do extrato bruto foi ajustado para 4,8 

para diminuir a interação fitato-proteína e aumentar o rendimento de ácido fítico 

extraído. Após etapas de precipitação, decantação e centrifugação, o precipitado 

contendo o ácido fítico foi ressuspenso com 15 mL de HCl 0,8mol/L, 10 mL de 

formaldeído e 0,50g de terra diatomácea. O formaldeído promoveu a desnaturação 
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de proteínas e destruiu o complexo fitato-proteína e a terra diatomácea permitiu uma 

melhor separação do ácido fítico devido a adsorção dos resíduos, principalmente os 

compostos de carga positiva (Kolchev, 1978). 

Após 2h de secagem do ácido fítico em estufa a 60ºC, obteve-se o 

ácido fítico purificado em pó de cor branca com rendimento de 67,01± 0,73% em 

relação ao teor de ácido fítico do extrato bruto. 

A eficiência da estratégia do processo de purificação de ácido fítico 

do germe de milho desengordurado foi avaliada pelas características do produto 

obtido. O grau de pureza do ácido fítico purificado foi de 85,41± 0,95% e de 

impurezas de 14,59 ± 0,95%. Esta pureza poderia aumentar após eliminar os sais 

inorgânicos e possivelmente utilizar uma etapa adicional no processo, como um 

trocador de íon ou adequando a quantidade de terra diatomácea. A obtenção 

comercial do fitato de sódio purificado e livre de íons metálicos foi realizada 

utilizando a resina de troca aniônica dowex-50, conforme descrito na patente Nº 

3.591.665 (1971). Os constituintes minerais do ácido fítico purificado e do padrão 

estão apresentados na Tabela 2. O elevado teor de magnésio no ácido fítico 

purificado sugere que o mesmo encontra-se predominantemente na forma de fitato 

de magnésio, enquanto que o teor de sódio foi elevado no ácido fítico padrão. O 

ácido fítico pode ser encontrado em diversas fontes vegetais na forma de sais mistos 

de magnésio, cálcio e potássio (Morris & Ellis, 1981; Zhou & Erdman, 1995). A 

detecção de outros constituintes como cálcio, magnésio, zinco e potássio podem 

indicar também a presença de seus respectivos fitatos. 

No ácido fítico purificado, o teor de fósforo total foi de 15,16 ± 1,58 

g/100g e fósforo inorgânico de 0,11± 0,01g/100g. Considerando que todo fósforo 

orgânico encontra-se na forma de fósforo fítico, o seu teor estimado foi de 15,05 ± 

0,00 g/100g, devido à diferença entre fósforo total e inorgânico. O teor de 15,05 ± 

0,00 g/100g de fósforo orgânico foi convertido em 53,43 ± 0,00 g/100g de ácido 

fítico, utilizando o fator de conversão de 3,55. Portanto, se o fósforo total do ácido 

fítico purificado do germe de milho foi de 15,16 ± 1,58 g/100g e fósforo fítico de 

15,05 ± 0,00 g/100g, foi estimado que 99,27% do fósforo total foram provenientes do 

fósforo fítico. Este resultado confirma que, segundo Ravindran et al., (1994), nos 

cereais, o ácido fítico é considerado uma reserva de fósforo e representa 60 a 97% 

do fósforo total contido no grão. A precipitação final do sobrenadante com NaHCO3 

1,5mol/L durante o processo de purificação do ácido fítico, impediu a precipitação do 
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fosfato inorgânico, que foi eliminado na filtração. Consequentemente, o ácido fítico 

purificado apresentou melhor rendimento em fósforo fítico. A precipitação com 

NaHCO3 também foi descrita por Kolchev (1978) para obtenção de ácido fítico de 

diferentes fontes vegetais como farelo de arroz, semente de girassol, soja e trigo. A 

eficiência da precipitação do ácido fítico com NaHCO3 1,5mol/L foi confirmada pelo 

reduzido teor de fósforo inorgânico. 

O teor de proteínas no ácido fítico de germe de milho 

desengordurado foi de 0,24 ± 0,03 g/100g e indica que o processo de purificação do 

ácido fítico foi eficaz na separação da proteína complexada com o ácido fítico. As 

etapas que contribuíram para a diminuição da formação destes complexos foram o 

ajuste de pH final da solução de extração para o ponto isoelétrico da proteína e 

adição de 0,50 g de terra diatomácea. Segundo O’Dell e de Boland (1976) o ácido 

fítico apresenta afinidade com proteínas formando complexos insolúveis que 

poderiam indisponibilizar o ácido fítico e diminuir a sua capacidade como quelante e 

aplicação como antioxidante. 

Os resultados da solubilidade do ácido fítico purificado em água e 

meio ácido estão apresentados na Tabela 3. Em pH 0,6 e 2,0, o ácido fítico foi 

totalmente solúvel (P<0,05) e em pH 3,5, o ácido fítico apresentou 82,83% de 

solubilidade. Segundo Nolan & Duffin (1987) em meio ácido e pH inferior a 3,0 os 

fitatos são, em geral, solúveis. Em água, cujo pH foi de 5,5 e em pH 7,0, o ácido 

fítico apresentou 70,56 e 76,13% de solubilidade, respectivamente. Possivelmente, 

esta menor solubilidade foi devido à presença de outros sais como bicarbonato de 

sódio que, em solução, aumentam o pH do meio. No fitato purificado, houve 

predominância do íon magnésio e em pH próximo de 6,0 alguns fitatos como fitato 

de cálcio, zinco, magnésio e cobre apresentam baixa solubilidade (Oberleas, 1973; 

Nolan & Duffin, 1987). 

 

 

Conclusão 

 

O processo de extração e purificação de ácido fítico do germe de 

milho desengordurado foi assegurado pelo ótimo desempenho do método de 

quantificação e purificação com 67,01± 0,73% de rendimento e 85,41± 0,95% de 
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pureza. O ácido fítico purificado apresentou elevado teor de fósforo fítico e 

magnésio, baixo teor de proteínas e alta solubilidade em pH fortemente ácido. 
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Tabela 1. Teor de ácido fítico de germes de milho de uma 
indústria de processamento 

 
 
 

Tabela 2. Constituintes minerais do ácido fítico do germe de milho e padrão 

 
 
 

Tabela 3. Solubilidade do ácido fítico do germe de milho desengordurado em água e 
diferentes pH 
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5.2 ARTIGO CIENTÍFICO 2  

 

 

O artigo a seguir foi encaminhado ao periódico Química Nova e 

aceito para publicação, conforme segue.  
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CORN GERM PHYTIC ACID ANTIOXIDANT ACTIVITY EVALUATION. The 

obtained corn germ phytic acid (CGPA) antioxidant potential was evaluated through 

the deoxyribose, bathophenanthroline (BPS) and DPPHassays. In the concentration 

of 130.5μM of CGPA the hydroxyl radical maximum sequestering antioxidant activity 

was 29.3% while standard phytic acid (SPA) presented this maximum activity of 

18.2% in the concentration of 33.2μM of SPA. The BPS assays revealed that the 

chelation activity towards Fe2+ increased concurrently with the increase of CGPA 

concentration and its Fe2+ contact time. Finally, DPPHassay showed that CGPA and 

SPA did not present electron-donating capacity to DPPH. 

 

 

 

 

Keywords: Phytic acid; antioxidant; corn germ. 
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INTRODUÇÃO  

 

O ácido fítico (AF) ou mio-inositol hexafosfato (IP6) está presente em 

cereais, leguminosas, oleaginosas, pólens e amêndoas, em concentrações variando 

de 1 a 5% do seu peso.
1 

Nos cereais, o AF está distribuído em diferentes 

componentes do grão. A maior concentração do AF no trigo está na aleurona e, no 

arroz, no pericarpo, enquanto que o milho apresenta elevado teor no germe e ao 

redor de 6,5%. 
2,3,4,5 

 

O AF apresenta cargas negativas em ampla faixa de pH e possui 12 

hidrogênios dissociáveis.
6 

Estas características proporcionam ao AF uma 

propriedade quelante com metais polivalentes, especialmente cátions di e 

trivalentes, formando complexos.
7 

Devido à propriedade quelante e formação de 

complexos com alguns minerais importantes, tornando-os bioindisponíveis, muitas 

investigações foram desenvolvidas considerando-se o AF como um antinutriente.
1 

Entretanto, a bioindisponibilidade depende de fatores experimentais como proporção 

metal:fitato
8 

e tipo de dieta.
9 

Por outro lado, a propriedade quelante do AF é de 

elevada importância devido a sua ação como um antioxidante e 

anticancerígeno.
8,10,11,12,13 

A habilidade do AF formar um quelato com o ferro que o 

torna cataliticamente inativo, confere ao AF uma atuação como um antioxidante, pois 

inibe a oxidação com formação de radicais hidroxil (•OH).
10,14,15,16 

 

Estudos in vitro indicaram que o AF e seus derivados, o inositol 

pentafosfato (IP5), inositol tetrafosfato (IP4) e inositol trifosfato (IP3) apresentam 

capacidade de ligação aos íons metálicos dependendo do número de fosfatos 

desprotonados da molécula.
17 

 

A propriedade antioxidante ou quelante do AF torna-o um composto 

único e versátil como aditivo de alimentos
18 

e rotineiramente empregado em vários 

países para prevenir a descoloração, melhorar a qualidade nutricional e prolongar a 

validade dos produtos.
19 

O AF foi reconhecido em 1997 como GRAS (Generally 

Recognised as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) e tem sido usado 

como um aditivo em produtos de panificação.
20 

No Codex Alimentarius, o AF foi 

revisado como antioxidante com INS (System for Food Additives) número 391.
21 
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O potencial antioxidante do AF foi confirmado por vários autores, 

principalmente em produtos cárneos ou sistemas modelos
10,12,13,19,22,23,24 

com 

finalidade de preservar o produto. Entretanto, não há descrições na literatura sobre o 

mecanismo de ação do AF como antioxidante por meio de ensaios específicos.  

Vários métodos foram desenvolvidos para determinar a capacidade 

antioxidante.
25,26 

Dentre estes métodos destacam-se o sistema de quelar íons Fe
+2 

usando a batofenantrolina (BPS) e os métodos de seqüestro de radicais livres, tais 

como DPPH•(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e radical hidroxil por meio do ensaio de 

deoxirribose.26 

O método para determinação da atividade queladora do íon ferro 

pelo antioxidante, utilizando a BPS como um forte quelador de ferro, baseia na 

formação do complexo colorido Fe2(BPS)3, o qual pode ser alterado pela maior ou 

menor afinidade do antioxidante pelo ferro.
27 

O método para avaliar o sequestro de 

radicais livres está baseado na capacidade de compostos doarem elétrons ao radical 

estável DPPH28,29 e o ensaio de deoxirribose avalia a eficiência do antioxidante no 

seqüestro de radicais hidroxil.30 No ensaio de deoxirribose, o açúcar é degradado na 

presença de radical hidroxil gerado pela mistura de Fe3+, ascorbato, H2O2 e EDTA. 

Os radicais hidroxil ao reagirem com a deoxirribose, resulta em uma série de 

reações formando substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico e avaliadas como 

malonaldeído (MDA). O MDA pode ser detectado pela sua capacidade de reagir com 

o ácido tiobarbitúrico (TBA) em condições ácidas.30,31 Qualquer outra molécula, 

adicionada à mistura de reação, com capacidade de reagir com radical hidroxil pode 

competir com a deoxirribose por este radical, acarretando, portanto, num decréscimo 

da taxa de degradação de deoxirribose.32 

Considerando a atuação do AF como antioxidante, suas várias 

aplicações e elevada concentração no germe de milho, este trabalho avaliou o 

potencial antioxidante do AF obtido do germe por meio de ensaios de deoxirribose, 

batofenantrolina e DPPH• 
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PARTE EXPERIMENTAL  

 

Material  

 

Para obtenção de AF foi utilizado germe de milho desengordurado, 

que foi fornecido por uma Cooperativa Agrícola da região. O material continha 4,8% 

de AF que foi extraído com HCl 0,8M (1:5 p/v), seguido de centrifugação, etapas de 

precipitação e secagem.
33 

O rendimento da obtenção foi de 67,0% e pureza de 

85,4% e, o AF assim obtido foi denominado como AF-GM e quantificado por 

cromatografia de troca iônica e espectrofotometria a 500nm
34 

com modificação da 

resina para DOWEX-AGX-4.
35 

O AF padrão utilizado foi o fitato de dodecassódio 

(Na12C6H6O24P6; PM= 923,8) de milho, com 90% de pureza, da Sigma.  

 

 

Preparo das Amostras  

 

O AF-GM e AF padrão, em triplicatas, foram diluídos em água 

deionizada com obtenção de concentrações finais de 0,3 µM; 0,6 µM; 1,3 µM; 2,6 

µM; 3,3 µM; 6,6 µM; 13,1 µM; 16,6 µM; 33,2 µM; 66,5 µM; 130,5 µM; 261,87 µM e 

652,7 µM e empregadas para investigar o potencial antioxidante por meio de ensaios 

utilizando DPPH•, deoxirribose e batofenantrolina.  

 

 

Precisão dos Métodos Analíticos  

 

A precisão dos métodos de deoxirribose e batofenantrolina foi 

determinada pela repetibilidade (intra-ensaio) e precisão intermediária (inter-ensaio). 

A repetibilidade, para o ensaio de deoxirribose, foi avaliada no mesmo dia por meio 

de análises de amostras com a mesma concentração (6,6 e 66,5 µM de AF padrão). 

Para ensaio de batofenantrolina foram utilizadas concentrações de 3,3 e 6,6 µM de 

AF padrão. A precisão intermediária foi determinada nas mesmas concentrações e 

comparadas as análises em 3 dias diferentes.  
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Ensaio de DPPH



A atividade antioxidante de diferentes concentrações de AF padrão e 

AF-GM foram determinadas pela capacidade doadora de elétrons do AF ao radical 

livre estável DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).36
 Foram misturados em tubos de 

ensaio 1 mL de tampão acetato 100mM, pH igual a 5,5, 1 mL de etanol, 0,5 mL de 

250μM de solução etanólica de DPPH
e 50L de diferentes concentrações de AF 

padrão ou AF-GM. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 10 min e a 

absorvância foi lida a 517nm. O controle positivo não continha AF e o branco foi 

constituído de 1 mL de tampão acetato 100mM, pH5,5 e 1,5 mL de etanol. A 

atividade antioxidante foi expressa como % de atividade doadora de elétrons ao 

radical DPPH
pelo AF e estimada pela seguinte equação: 

 

Onde Aa é a absorvância da amostra e A0 é a absorvância do controle positivo. 

 

 

Ensaio de Deoxirribose  

 

A eficiência do AF no seqüestro do radical hidroxil foi avaliada pela 

degradação de deoxirribose.
31 

Foram misturados em tubos de ensaios 1mL de 

tampão KH2PO4-KOH (20mM, pH 7,4), 10 µL de ascorbato (100µM), 50µL de 

diferentes concentrações de AF padrão ou AF-GM, 10µL de deoxirribose (2,8mM ), 

10µL de H2O2 (1mM), 10µL de Fe-EDTA (FeCl3 50µM, EDTA 52µM). Os tubos, 

contendo a mistura de reação, foram incubados a 37ºC por 30 min. Após este 

período, 1mL de ácido tiobarbitúrico (1% em NaOH 50mM), 100µL de NaOH (10M) e 

500µL de H3PO4 (20%) foram adicionados aos tubos e os mesmos foram incubados 

a 85ºC por 20 min. No ensaio, ocorreram as seguintes reações:  
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A formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi 

avaliada, principalmente, como MDA devido a degradação de deoxirribose causada 

pelo radical hidroxil. A medida foi realizada em 535nm a temperatura ambiente. 

Foram feitos concomitantemente o branco (ausência de deoxirribose) e o controle 

positivo (ausência de AF). Assim, a atividade antioxidante foi expressa como % de 

seqüestro do radical hidroxil pelo AF e estimada similarmente a equação (1). 

 

 

Ensaio de Batofenantrolina 

 

A atividade queladora do íon Fe2+
 pelo AF foi determinada com o 

ensaio de batofenantrolina (BPS).27
 Neste ensaio, 10μL de (NH4)2Fe(SO4)2 (50 μM), 

50L das diferentes concentrações de AF padrão ou AF-GM e 10μL de BPS 

(0,2mM) foram adicionados a 2 mL de meio de reação contendo 125mM de 

sacarose, 65mM de KCl, e 10 mM de Tris-HCl, pH 7,4. O Fe2+
 e AF foram mantidos 

em contato por 0, 5, 10 ou 15 minutos no meio de reação antes da adição de BPS. 

Após adição dos reagentes, os tubos contendo a mistura de reação foram mantidos 

a temperatura ambiente por 15 minutos. A atividade queladora do ferro foi 

determinada pela formação do complexo Fe2(BPS)3. 

A coloração proveniente da reação foi lida em 530nm. Foram feitos 

concomitantemente o branco (meio de reação) e o controle positivo (meio de reação 

+ Fe2++ BPS). A atividade antioxidante foi expressa como % de atividade queladora 

do íon Fe2+
 pelo AF e estimada similarmente a equação (1). 
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Análises Estatísticas 

 

Para avaliar a influência do tempo no ensaio de batofenantrolina 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). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média (SEM) e considerado significativamente diferente quando foi obtido P< 0,05. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Precisão dos Métodos Analíticos 

 

A precisão do ensaio de deoxirribose, foi avaliada e os coeficientes 

de variação (CV) intra-ensaios foram de 8,6 a 9,1% para concentração de 6,6 μM e 

6,9 a 10,1% para concentração de 66,5 μM de AF padrão. Os coeficientes de 

variação inter-ensaio, para 14 determinações, foram de 1,2 e 3,7%, respectivamente 

para as concentrações de 6,6 e 66,5 μM de AF padrão. Assim, o ensaio de 

deoxirribose apresentou uma ótima precisão nas concentrações de 6,6 e 66,5 μM de 

AF padrão. 

A precisão do ensaio utilizando a BPS também foi avaliada e os 

coeficientes de variação intra-ensaios variaram de 2,1 a 2,7% para concentração de 

3,3 μM e de 1,7 a 1,8% para a concentração de 6,6 μM de AF padrão. Os 

coeficientes de variação inter-ensaio para as concentrações de 3,3 μM de 10 

determinações e de 6,6 μM de 11 determinações, foram respectivamente de 7,6 e 

1,1%. Segundo ANVISA e pesquisadores, o CV menor do que 15% indica que o 

método apresenta uma boa precisão.37,38 

 

 

Avaliação da Atividade Doadora de Elétrons pelo AF ao Radical Estável DPPH

 

Neste ensaio, não foi possível a obtenção de resultado satisfatório 

para a avaliação da atividade antioxidante do AF. Embora o método seja simples e 
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propicia resultados rápidos quando comparado com outros ensaios, foi observado 

que o AF não apresentou capacidade de doação de elétrons ao DPPH(2,2-difenil-1-

picrilhidrazil), confirmando a sua ação quelante. 

 

 

Avaliação da Atividade Sequestradora do AF sobre o Radical Hidroxil pelo 

Ensaio de Deoxirribose 

 

O ensaio de deoxirribose foi utilizado para verificar se o AF é 

eficiente no seqüestro de radicais hidroxil. Na Figura 1A, observa-se que o AF 

padrão apresentou atividade antioxidante máxima de 18,2% a partir da concentração 

de 33,2 μM. Entretanto, na Figura 1B, o AF-GM apresentou atividade antioxidante 

máxima de 29,3% a partir da concentração de 130,5 μM. Comparando a atividade 

antioxidante do AF padrão e AF-GM, nas mesmas concentrações, ou seja, de 33,2 

μM, observa-se que o AF-GM apresentou atividade antioxidante de 18,1% e similar a 

do AF padrão. Como a atividade antioxidante máxima do AF-GM foi maior que a do 

AF padrão, esta diferença pode estar associada ao possível teor de IP6 no AF-GM. 

O AF (IP6) pode ser hidrolisado quimicamente ou por fitases formando o IP5, IP4, 

IP3 e, possivelmente, inositol di- e monofosfato durante estocagem, fermentação, 

germinação ou processamento.18,39,40
 Entretanto, somente o IP6 e IP5 possuem 

atividade quelante e apresentam capacidade de afetar a biodisponibilidade de 

minerais de forma significativa.41
 Além disso, o IP540

 geralmente apresenta uma ação 

sinérgica com o IP6, aumentando sua capacidade antioxidante. 

A outra possível diferença na atividade antioxidante seria a presença 

de outras substâncias no AF-GM que poderiam afetar o seqüestro do radical hidroxil. 

O radical hidroxil é altamente reativo com meia vida nas células estimada em 

somente 10-9
 segundos. Uma das características do radical hidroxil é a formação de 

outras espécies de radicais que são menos reativos e quando em contato, reage 

com todas proteínas, DNA, ácidos graxos poliinsaturados das membranas e quase 

todas moléculas biológicas.42
 Quando um antioxidante interfere com danos causados 

pelo radical hidroxil, geralmente não atuará somente pelo seqüestro do radical, mas 

pelo seqüestro ou bloqueio dos precursores de sua formação (ânion superóxido, 

peróxido de hidrogênio) e/ou pela quelação de íons metais de transição.43
 Portanto, 

uma substância poderá apresentar um potencial contra o radical hidroxil in vivo 
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devido atividades seqüestradora de radical e queladora de íon ferro, como 

confirmado nesta investigação com os ensaios de deoxirribose e de 

batofenantrolina. 

 

 

Figura 1 

 

 

Avaliação da Atividade Queladora do Íon Ferro pelo AF utilizando a 

Batofenantrolina (BPS) 

 

A atividade queladora do íon ferro pelo AF utilizando o ensaio de 

BPS foi também utilizada para avaliar o potencial antioxidante do AF padrão e AF-

GM. A Figura 2 e Figura 3 mostram o efeito de diferentes concentrações do AF 

padrão e AF-GM e tempos de contato com o ferro para formação do complexo Fe2+
 e 

AF antes da adição da BPS. A atividade queladora do íon Fe2+
 pelo AF padrão foi 

dependente significativamente da concentração ou seja, a atividade queladora do 

íon Fe2+
 aumentou com elevação da concentração de 1,3 a 6,6 μM do AF padrão 

(Figura 2). O mesmo foi observado com o AF-GM, porém o tempo de contato do AF-

GM com o ferro afetou significativamente a sua atividade queladora do íon Fe2+ 

(Figura 3). Na concentração de 6,6 μM de AF padrão, após 15 minutos de adição de 

BPS, foi observada (Figura 2) uma atividade queladora de Fe2+
 de aproximadamente 

70% enquanto que para o AF-GM, na mesma concentração (Figura 3), a atividade 

queladora foi de 33%. 

Neste ensaio, os resultados confirmam o potencial do AF em quelar 

íons ferro( Figura 2 e Figura 3). Porém, foi observada uma maior afinidade entre o 

Fe2+
 e BPS do que Fe2+

 e AF, pois quando o AF e BPS são adicionados 

simultaneamente no meio de reação, ou seja, tempo 0, ocorreu uma baixa atividade 

queladora do íon Fe2+ e quando em contato prévio de 5, 10 ou 15 minutos entre o 

Fe2+
 e AF-GM, antes da adição de BPS, a atividade queladora do íon Fe2+

 aumentou 

significativamente (Figura 3). Assim, o tempo de contato de 15 minutos foi 

estabelecido para verificar o efeito de diferentes concentrações de AF padrão e AF-

GM na atividade queladora do íon Fe2+
 (Figura 4). Observa-se na Figura 4A, que a 

máxima atividade foi de 98,2% de quelação do íon Fe2+
 na concentração de 16,6 μM 
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de AF padrão. Entretanto, para o AF-GM a mesma atividade máxima foi alcançada 

na concentração de 652,7 μM (Figura 4B). Estes resultados demonstraram que o AF 

padrão apresentou uma maior atividade de quelação de íons Fe2+, quando 

comparado com o AFGM. 

Embora haja evidências de que a atividade antioxidante do AF 

depende da quelação do íon Fe2+, o mecanismo de interação entre o AF e minerais 

ainda não está totalmente esclarecido.44 O AF é descrito como um forte quelador de 

íons Fe2+ e possivelmente mantém todo o ferro na forma oxidada, prevenindo assim, 

a formação de hidroperóxidos lipídicos e, consequentemente, a peroxidação 

lipídica.45 O AF pode também inibir a formação de aroma de requentado ou 

“warmed-over flavor” (WOF) em produtos alimentícios devido a formação de 

quelatos de ferro inativos cataliticamente.10 Para o desenvolvimento de WOF em 

carnes cozidas, os fosfolipídios e os triglicerídios em menor proporção, foram 

apontados como os principais responsáveis.46 Os íons Fe2+ que catalisam a 

formação de WOF em carnes são provenientes da mioglobina, que nos processos 

de cozimento e trituração, é parcialmente destruída liberando Fe2+.47 Esta habilidade 

de formação de quelatos de ferro permite ao AF ser mais efetivo na inibição de WOF 

quando comparado a outros agentes quelantes.10 De 12 tipos de agentes quelantes 

de ferro avaliados, o AF foi o que apresentou maior atividade quelante na inibição de 

danos oxidativos em sistemas biológicos.15 Além disso, já foi descrito8 que o AF 

exerce maior propriedade antioxidante devido a sua afinidade relativamente elevada 

pelo ferro. A capacidade de quelação de íons Fe+2 pelo AF pode ser fundamental em 

outros mecanismos do sistema de defesa antioxidante, influenciando também na 

atividade de enzimas em reações oxidativas.9 

 

 

Figura 2, Figura 3, Figura 4. 

 

CONCLUSÃO 

 

O AF-GM apresentou potencial antioxidante confirmado pela 

atividade de seqüestro de radicais livres e quelação de metais, por meio de ensaios 

de deoxirribose e batofenantrolina. A atividade de seqüestro do radical hidroxil foi 
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dependente da concentração de AF-GM. A atividade quelante para o Fe+2
 aumentou 

com elevação da concentração do AF-GM e com o tempo de contato com o Fe+2. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS 

 

 

Figura 1: (A) Atividade de seqüestro do radical hidroxil pelo ácido fítico padrão por 

meio de ensaio de deoxirribose. Resultados expressos como média± SEM. 

(B) Atividade de seqüestro do radical hidroxil pelo ácido fítico do germe de 

milho por meio de ensaio de deoxirribose. Resultados expressos como média± SEM. 

 

Figura 2: Atividade quelante do íon ferro pelo ácido fítico padrão, em diferentes 

concentrações. Resultados são representados pela média ± SEM. * diferença 

estatística significativa em relação a BPS adicionada imediatamente (P< 0,05). 

 

Figura 3: Atividade quelante do íon ferro pelo ácido fítico do germe de milho, em 

diferentes concentrações. Resultados são representados pela média ± SEM. * 

diferença estatística significativa em relação a BPS adicionada imediatamente (P< 

0,05). 

 

Figura 4: (A) Atividade quelante do íon ferro pelo ácido fítico padrão por meio de 

ensaio de batofenantrolina. Resultados expressos como média± SEM. 

(B) Atividade quelante do íon ferro pelo ácido fítico do germe de milho por 

meio de ensaio de batofenantrolina. Resultados expressos como média± SEM. 
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Figura 4 
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5.3 ARTIGO CIENTÍFICO 3 

 

 

O artigo a seguir será encaminhado ao periódico Food Chemistry. 

As normas para publicação estão anexadas após o artigo. 
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Resumo  

Este trabalho avaliou a atividade antioxidante do ácido fítico obtido do germe de 

milho aplicado em carnes de frango sob refrigeração. A atividade foi avaliada pelas 

medidas antilipoperoxidativa, TBARS, aroma de requentado e teor de 

metamioglobina. O ácido fítico obtido do germe de milho e padrão apresentaram 

elevada atividade de inibição de peroxidação lipídica in vitro com IC50 de 1,66 mg/mL 

e 0,79 mg/mL, respectivamente. As atividades foram dependentes da concentração 

do ácido fítico e do tempo de armazenamento de carnes de frango refrigeradas. Foi 

observada que a atividade quelante em relação ao Fe
2+ 

aumentou com elevação da 

concentração do ácido fítico do germe de milho e inibiu a formação da 

metamioglobina com manutenção da cor da coxa de frango. A atividade antioxidante 

também foi observada na inibição do desenvolvimento do sabor de carnes 

requentadas. A eficiência da atividade antioxidante do germe de milho foi confirmada 

pela inibição da oxidação de lipídios, do desenvolvimento do aroma de requentado e 

da formação de metamioglobina em carnes de frangos refrigeradas.  

 

 

Palavras-chave: ferro da mioglobina, atividade peroxidativa, oxidação lipídica, coxa 

de frango, aroma de requentado.  
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ABSTRACT  

This study evaluated the antioxidant activity of obtained phytic acid from the corn 

germ applied in refrigerated thigh chicken meat. The activity was assessed by 

measuring antilipoperoxidative, TBARS, warmed over flavor and metamioglobin 

content. The obtained phytic acid from corn germ and phytic acid standard showed a 

strong inhibitory activity of lipid peroxidation in vitro with IC50 of 1.66 mg/mL and 0.79 

mg/mL, respectively. The activities were dependent on concentrations of phytic acid 

and of storage time in refrigerated chicken meat. It was observed that the chelating 

activity towards Fe
2+ 

increased proportionally to the increase of corn germ phytic acid 

concentration and thus inhibiting the formation of metamioglobin stabilizing 

consequently the thigh meat color. The antioxidant activity was also observed in 

meat warmed over flavor development. Finally, the efficiency of the antioxidant 

activity of phytic acid from corn germ was confirmed by inhibition of lipid oxidation, 

the development of warmed over flavor and formation of metamioglobin in 

refrigerated thigh chicken meat.  

 

 

Key Words: iron state mioglobin, peroxidative activity, lipid oxidation, thigh chicken 

meat, warmed over flavor.  
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Introdução  

 

O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato (IP6) está presente em 

cereais, leguminosas, oleaginosas, pólens e amêndoas, em concentrações de 1 a 

5% do seu peso (Cheryan, 1980). Nos cereais, o ácido fítico está distribuído em 

diferentes componentes do grão. A maior concentração do ácido fítico no trigo está 

na aleurona e, no arroz, no pericarpo, enquanto que o milho apresenta elevado teor 

no germe com 6,5% (Erdman, 1979; Reddy et al., 1982; Fukuji et al., 2008).  

O ácido fítico apresenta cargas negativas em ampla faixa de pH e 

possui 12 hidrogênios dissociáveis (Plaami, 1997). Estas características 

proporcionam a formação de complexos devido a sua propriedade quelante com 

metais polivalentes, especialmente cátions di e trivalentes, tornando-os 

bioindisponíveis (Vohra et al., 1965; Graf e Eaton, 1990). A bioindisponibilidade 

depende de fatores experimentais como proporção metal:fitato (Graf e Eaton, 1990) 

e tipo de dieta (Conforth, 2002).  

Entretanto, a propriedade quelante do ácido fítico é de elevada 

importância devido a sua ação como um antioxidante e anticancerígeno (Graf e 

Eaton, 1990; Empson et al.,1991; Barreto et al., 2003; Lee e Hendricks, 1995; 

Ghiretti et al., 1997). A habilidade do ácido fítico formar um quelato com o ferro, que 

o torna cataliticamente inativo, confirma a sua atuação como um antioxidante, pois 

inibe a oxidação com formação de radicais hidroxil (•OH) (Graf et al.,1984; Graf et 

al.,1987; Graf e Eaton, 1990; Empson et al.,1991). Os antioxidantes sintéticos como 

butilhidroxianisol, butil-hidroxitolueno e galato de propila são amplamente utilizados 

para retardar a oxidação lipídica durante estocagem de carnes de frango, produtos 

de carnes de porco e de bovino (Shahidi et al., 1987; St. Angelo, 1996; McCarthy et 

al., 2001a, 2001b). Contudo, há um aumento de recomendação pela demanda por 

antioxidantes naturais devido a problemas de toxidez e carcinogenicidade dos 

antioxidantes sintéticos (Branen, 1975; Ito et al., 1983; Grice, 1986; Wichi, 1988).  

A propriedade antioxidante ou quelante do ácido fítico torna-o um 

composto único e versátil como aditivo de alimentos (Oatway et al.,2001), é 

rotineiramente empregado em vários países para prevenir a descoloração, melhorar 

a qualidade nutricional e prolongar a validade dos produtos (Graf, 1983). O ácido 

fítico foi reconhecido em 1997 como GRAS (Generally Recognised as Safe) pela 

FDA (Food and Drug Administration) e usado como um aditivo em produtos de 
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panificação (Hix et al.,1997). No Codex Alimentarius, o ácido fítico foi revisado como 

antioxidante com INS (System for Food Additives) número 391(Pokorny et al., 2003).  

O principal processo que desencadeia a oxidação lipídica em carnes 

é a peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, sendo 

que os íons metálicos de transição como o Fe
2+ 

e o Cu
+
, geralmente participam 

como catalisadores da reação (Keller e Kinsella, 1973). Compostos heme das 

carnes também podem contribuir para este processo, sendo que o ferro heme, em 

geral apresenta importância na iniciação da oxidação em carnes cruas e cozidas, 

enquanto que o ferro não-heme exerce um maior papel na peroxidação lipídica de 

carnes cozidas (Decker e Welch, 1990; Kanner et al., 1988). Assim, os produtos 

resultantes dessas reações, bem como os radicais livres formados irão contribuir 

para a oxidação da mioglobina das carnes para metamioglobina a qual apresenta 

uma coloração escura indesejável (Renerre e Labas, 1987).  

O potencial antioxidante do ácido fítico foi confirmado por vários 

autores, principalmente em produtos cárneos ou sistemas modelos (Empson et al., 

1991; Lee e Hendricks, 1995; Ghiretti et al., 1997; Graf, 1983; Soares et al., 2004; 

Harbach et al., 2007; Stodolak et al., 2007) com finalidade de preservar o produto. 

Empson et al. (1991) demonstraram que a adição de 1,5mM de ácido fítico em 

carnes de frango refrigerada inibiu substancialmente a formação de malonaldeído e 

o desenvolvimento de aroma de requentado ou “warmed over flavor” (WOF). O efeito 

protetor do ácido fítico contra a peroxidação lipídica em homogenatos de carnes 

também foi investigado por Lee e Hendricks (1995). Estes autores observaram que a 

atividade antioxidante do ácido fítico foi dependente da concentração e apresentou 

maior eficiência na inibição da peroxidação lipídica quando comparado a outros 

antioxidantes como ascorbato, BHT e EDTA.  

Em estudos realizados por Soares et al. (2004) foi verificado que a 

adição de 2mM de ácido fítico como antioxidante complementar em filés de peito de 

frango suplementados com vitamina E inibiu o desenvolvimento de WOF em até 

95,30%, durante 5 dias sob armazenamento a 6ºC. Tais resultados demonstraram 

uma reação sinérgica entre os dois antioxidantes.  

Os antioxidantes como catequina, farinha de sésamo e ácido fítico 

reduziram a velocidade de oxidação lipídica em salames do tipo Milano e 

mortadelas. Os resultados dos valores de peróxido e de substâncias reativas do 
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ácido tiobarbitúrico (TBARS) indicaram que os antioxidantes naturais reduziram a 

oxidação lipídica, enquanto que o ascorbato de sódio apresentou efeito pró-oxidante. 

Entretanto, os antioxidantes naturais avaliados não foram eficientes na estabilidade 

da cor destes produtos (Ghiretti et al., 1997).  

O potencial antioxidante do ácido fítico do germe de milho foi 

confirmado pela atividade de seqüestro de radicais livres e quelação de metais por 

meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina. O seqüestro do radical hidroxil e 

a atividade quelante para o Fe
+2 

foi dependente da concentração do ácido fítico 

sendo que a quelação aumentou com o tempo de contato com o Fe
+2 

(Filgueiras et 

al., 2009).  

Considerando a atuação antioxidante do ácido fítico, suas várias 

aplicações e elevada concentração no germe de milho, este trabalho avaliou a 

atividade antioxidante in vitro do ácido fítico obtido do germe de milho aplicada em 

carnes de frango sob refrigeração.  

 

 

2 Material e Métodos  

 

2.1 Material  

 

Para obtenção de ácido fítico foi utilizado germe de milho 

desengordurado, que foi fornecido por uma indústria de processamento de milho da 

região. O material continha 4,8% de ácido fítico que foi extraído com HCl 0,8M (1:5 

p/v), seguido de centrifugação, etapas de precipitação e secagem (Fukuji et al., 

2008). O rendimento da obtenção foi de 67,01 ± 0,73%, pureza de 85,41± 0,95% e o 

ácido fítico assim obtido foi quantificado por cromatografia de troca iônica e 

espectrofotometria a 500nm (Latta e Eskin, 1980) com modificação da resina para 

Dowex-Agx-4 (Ellis e Morris, 1986). O ácido fítico padrão utilizado foi o fitato de 

dodecassódio (Na12C6H6O24P6; PM= 923,8) de milho, com 90% de pureza de 

procedência Sigma. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico 

de diferentes fontes comerciais.  

A eficiência da atividade antioxidante do ácido fítico padrão, ácido 

fítico do germe de milho e do eritorbato de sódio foi avaliada após aplicação em 
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coxas com sobrecoxas de frango adquiridas após o abate e prontos para serem 

comercializadas em açougues.  

 

 

2.2 Efeito do ácido fítico sobre atividade inibidora da peroxidação lipídica in 

vitro induzida por ferro  

 

O efeito do ácido fítico padrão e ácido fítico do germe de milho sobre 

a atividade inibidora da peroxidação lipídica induzida por ferro foi avaliado pela 

diminuição da formação de malonaldeído (MDA) conforme procedimento descrito por 

Buege e Aust (1978) e modificado por Casagrande et al. (2006). Neste procedimento 

ocorrem as seguintes reações: 

 

Assim, foram misturados em tubos de ensaios 1mL de tampão 

KH2PO4-KOH 20mM e pH 7,4, 10 μL de ascorbato 10mM, 100L de diferentes 

concentrações de ácido fítico padrão ou ácido fítico do germe de milho, 100L de 

ácido linoléico 20mM, 10L de H2O2 100mM e 10L de FeCl3 5mM. Os tubos foram 

incubados a 37ºC por 30 min e adicionados 1mL de ácido tiobarbitúrico 1% em 

NaOH 50mM, 100L de NaOH 10M e 500L de H3PO4 20% e, novamente incubados 

a 85ºC por 20 min. Os compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico foram extraídos 

com 2mL de n-butanol. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 9800 g por 

15 minutos e lida a absorvância do sobrenadante em 535nm a temperatura 

ambiente. 
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Foram feitos concomitantemente um branco sem o ácido linoleico e 

um controle positivo sem o ácido fítico. A atividade antioxidante foi expressa como % 

inibição da peroxidação lipídica pelo ácido fítico e estimada pela equação (1). 

 

Onde: Aa é a absorvância da amostra e Ao é a absorvância do controle positivo. 
 

 

2.3 Preparo das amostras 

 

As amostras de coxas com sobrecoxas de frango sem pele foram 

desossadas e trituradas (triturador doméstico) e utilizadas para aplicação de 

diferentes concentrações de antioxidantes. Assim, 500g de carnes trituradas foram 

homogeneizadas com 50 mL de água deionizada contendo, cada uma, 2,5mM, 5mM 

e 10mM de ácido fítico padrão, ácido fítico do germe de milho ou 0,5% de eritorbato 

de sódio. Uma amostra controle foi utilizada contendo apenas água deionizada e 

sem adição de antioxidante. Todas as amostras foram colocadas em bandejas de 

poliestireno cobertas com uma camada de filme permeável e armazenadas nos 

tempos de 0, 2, 4 e 6 dias, sob refrigeração a 6 ± 1ºC com luz fluorescente, 

simulando condições de comercialização. Em todos os tempos foram realizadas 

medidas, em triplicatas, de oxidação lipídica (TBARS), desenvolvimento de aroma 

de requentado (WOF) e formação de metamioglobina. 

 

 

2.3.1 Medidas de oxidação lipídica 

 

A oxidação lipídica foi acompanhada pelo método do ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA) conforme procedimento descrito por Tarladgis et al. (1964) e 

modificado por Crackel et al. (1988). A curva padrão foi traçada pelo uso de solução 

aquosa de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) nas concentrações de 0,1 a 7,0M. Os 

resultados foram expressos em mg de TBARS / kg de amostra e a atividade 

antioxidante foi expressa como: 
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Onde: TBARSc é o valor de TBARS do controle 

TBARSa é o valor de TBARS da amostra 

 

 

2.3.2 Determinação de aroma de requentado 

 

Inicialmente, cada amostra adicionada de antioxidante, foi embalada 

a vácuo em saco plástico e aquecida em banho-maria fervente por 20 minutos 

conforme procedimento descrito por Igene e Pearson (1979). Após aquecimento, as 

amostras foram colocadas em bandejas de poliestireno cobertas com uma camada 

de filme permeável e armazenadas por 48 horas sob refrigeração a 6±1ºC com luz 

fluorescente. Em seguida, as amostras foram reaquecidas em microondas na 

potência alta por 4 minutos e analisadas, em triplicata, quanto a oxidação lipídica em 

TBARS conforme descrito anteriormente. Os resultados de desenvolvimento de 

aroma de requentado ou WOF foram expressos em mg de TBARS/ kg de amostra e 

a atividade antioxidante foi estimada similarmente a equação (1). 

 

 

2.3.3 Determinação da formação de metamioglobina 

 

Para análise da porcentagem de metamioglobina nas amostras de 

frangos trituradas contendo os antioxidantes, 5 g de cada amostra foram colocadas 

em um tubo de centrífuga de 50 mL e adicionou-se 25 mL de tampão fosfato 40mM 

e pH 6,8 conforme procedimento descrito por Krzywicki (1982). A mistura foi 

homogeneizada por 10 segundos a 13500 g e armazenada por 1 hora a 4 ºC. Após 

esse período foi realizada a centrifugação a 5000 g por 30 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi filtrado com papel de filtro Whatman #1 e a absorvância foi lida no 

espectrofotômetro a 700, 572 e 525 nm. A porcentagem de metamioglobina formada 

foi determinada conforme a equação (3): 
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Onde: A572 é a absorvância do sobrenadante a 572nm 

A700 é a absorvância do sobrenadante a 700nm 

A525 é a absorvância do sobrenadante a 525nm 

A atividade antioxidante foi estimada similarmente a equação (1). 

 

 

2.4 Análises Estatísticas 

 

A concentração de ácido fítico que inibiu o processo oxidativo em 

50% (IC50) foi estimada pelo software GraphPad Prism (Versão 4.00, 2003), 

utilizando uma curva hiperbólica (one site binding hyperbola). Para avaliar o efeito da 

adição dos antioxidantes nas carnes de frango, os dados foram analisados 

utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparações múltiplas de 

Tukey (Programa STATISTICA, Versão 6.0, 2001). Os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão da média e considerado significativamente diferente 

quando obtido P< 0,05. 

 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Efeito do ácido fítico sobre atividade inibidora da peroxidação lipídica in 

vitro induzida por ferro 

 

A atividade inibidora de peroxidação lipídica pelo ácido fítico do 

germe de milho e ácido fítico padrão foi avaliada usando o sistema Fe+2/ascorbato. 

Na presença de Fe+2, a peroxidação lipídica pode ser diretamente iniciada pela 

geração do radical hidroxil, por meio da quebra do peróxido de hidrogênio de acordo 

com a reação de Fenton ou pela formação dos complexos de oxigênio com os 

diferentes estados redox do ferro como íon ferril (FeO) 2+
 ou perferril (Fe2+

 O2
-
 ou 

Fe3+O2
-) (Ozgová et al., 2003). O conhecimento químico do complexo perferril sugere 

que o mesmo não teria reatividade suficiente para retirar átomos de hidrogênio ou 

inserir oxigênio no ácido linoleico e assim, iniciar a peroxidação lipídica (Halliwell e 

Gutteridge, 1990). Portanto, considerando a peroxidação lipídica induzida por 

Fe+2/ascorbato, a sequência da reação pode ter sido iniciada pela retirada de um 
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átomo de hidrogênio do ácido linoléico pelo radical hidroxil ou ferril, formando o 

radical lipídico. Entre os radicais formados como produtos finais da peroxidação 

lipídica, os hidroperóxidos são os mais estáveis à temperatura ambiente, no entanto 

em presença de íons ferro sua decomposição em radicais peroxil (LOO) e alcoxil 

(LO) é acelerada (Dinis et al., 1994). Assim, o efeito do ácido fítico na peroxidação 

lipídica pode ser devido principalmente ao seqüestro dos radicais peroxil e alcoxil 

e/ou quelação do íon ferro. Vários estudos demonstraram que o elevado potencial 

antioxidante do ácido fítico contra a peroxidação lipídica induzida pelo ferro foi 

devido à combinação da propriedade queladora de metais e habilidade em 

seqüestrar radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1990; Graf e Eaton, 1990; Empson 

et al., 1991; Lee e Hendricks, 1995; Lee e Hendricks, 1997; Phillippy e Graf, 1997; 

Lee et al., 1998; Stodolak et al., 2007, Filgueiras et al., 2009). 

Observa-se na Figura 1A, que a máxima atividade de inibição da 

peroxidação lipídica foi de 78,32% na concentração de 12,0 mg/mL de ácido fítico 

padrão. Comparando a atividade antioxidante do ácido fítico padrão e ácido fítico de 

germe de milho, na mesma concentração, ou seja, de 12,0 mg/mL, observa-se que o 

ácido fítico de germe de milho apresentou atividade antioxidante de 78,62% e similar 

a do ácido fítico padrão (Figura 1B). O ácido fítico apresentou uma forte atividade 

inibidora da peroxidação lipídica in vitro e de acordo com os resultados obtidos, o 

ácido fítico padrão e do germe de milho apresentaram IC50 de 0,79 mg/mL e 1,66 

mg/mL, respectivamente. A inibição da peroxidação pelo ácido fítico provavelmente 

foi devido ao seqüestro de peróxidos lipídicos, radicais peroxil e alcoxil e/ou 

quelação de Fe+2. Assim, após confirmada a eficiência do ácido fítico do germe de 

milho na inibição da peroxidação lipídica in vitro foi realizada a sua aplicação em 

sistemas alimentares, etapa fundamental para avaliação do seu potencial 

antioxidante. 
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Figura 1: (A) Inibição da peroxidação lipídica induzida por Fe2+ para diferentes 

concentrações de ácido fítico padrão. Resultados expressos como média± DP. 

 (B) Inibição da peroxidação lipídica induzida por Fe2+ para diferentes 

concentrações de ácido fítico do germe de milho. Resultados expressos como 

média± DP. 
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3.2 Avaliação da atividade antioxidante do ácido fítico de germe de milho, 

ácido fítico padrão e eritorbato de sódio 

 

A atividade antioxidante do ácido fítico de germe de milho, ácido 

fítico padrão e eritorbato de sódio em carnes de frango foi acompanhada por 

medidas de oxidação lipídica (TBARS), desenvolvimento de aroma de requentado 

(WOF) e formação de metamioglobina e os resultados estão apresentados nas 

Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. 

 

Tabela 1. Atividade antioxidante (%) medida por TBARS do ácido fítico do germe de 
milho (AF-GM) em carnes de frango estocadas a 6ºC por 6 dias 

 
 

 

Tabela 2. Atividade antioxidante (%) medida pelo desenvolvimento de aroma de 
requentado do ácido fítico do germe de milho (AF-GM) em carnes de frango 
estocadas a 6ºC por 6 dias 
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Tabela 3. Atividade antioxidante (%) medida pela formação de metamioglobina do 
ácido fítico do germe de milho (AF-GM) em carnes de frango estocadas a 6ºC por 6 
dias 

 
 

 

O ácido eritórbico e seus sais (eritorbatos) são substâncias 

relativamente solúveis em água e seu efeito antioxidante é especialmente favorecido 

nos produtos cárneos, uma vez que sua ação é incrementada na presença de traços 

de metais e em pH abaixo de 7,0. Os compostos desta classe também são utilizados 

em produtos curados para acelerar o processo de cura (Giese, 1996). 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). 

Nas carnes de frango estocadas a 6ºC por 6 dias, o eritorbato de 

sódio exibiu a maior atividade antioxidante (P<0,05) quando comparado com os 

antioxidantes ácido fítico do germe de milho e ácido fítico padrão (Tabelas 1, 2 e 3). 

A análise de variância dos valores obtidos da atividade antioxidante indicou que 

houve diferença significativa (P<0,05) entre todas as amostras tratadas com os 

diferentes antioxidantes, durante o período de estocagem a 6ºC por 6 dias (Tabelas 

1 e 2). A atividade antioxidante do ácido fítico padrão e ácido fítico do germe de 

milho, observada por meio de medidas de TBARS e aroma de requentado, foram 

dependentes significativamente das concentrações testadas e do tempo de 

estocagem da carne de frango a 6ºC. Assim, no tempo zero (Tabela 1) observa-se 

que, logo após a adição do antioxidante às carnes de frango, a atividade 

antioxidante máxima do ácido fítico padrão e ácido fítico do germe de milho, na 

concentração de 10mM, foi de 45,78% e de 40,73%, respectivamente. Entretanto, 

durante o 4º e 6º dias de estocagem as atividades antioxidantes do ácido fítico 
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padrão (5mM) e ácido fítico do germe de milho (10mM) não apresentaram diferenças 

significativas (P<0,05) entre si. Os valores de TBARS representam o conteúdo de 

produtos de oxidação lipídica secundária, ou seja, aldeídos ou carbonilas que 

contribuem com o sabor indesejável das carnes oxidadas ou produtos cárneos 

(Juntachote et al., 2006). 

Quando a avaliação antioxidante foi medida por meio de 

desenvolvimento de aroma de requentado, os resultados foram semelhantes, onde a 

máxima atividade do ácido fítico padrão e ácido fítico do germe de milho, na 

concentração de 10mM, foram de 48,64% e 45,16%, respectivamente (Tabela 2). 

Durante o 2º e 4º dias de estocagem, não houve diferença significativa (P<0,05) 

entre as atividades antioxidantes do ácido fítico padrão (5mM) e ácido fítico do 

germe de milho (10mM). Portanto, para inibição da oxidação lipídica de carnes de 

frango, o ácido fítico do germe de milho pode ser utilizado em substituição ao ácido 

fítico padrão. A elevada atividade antioxidante apresentada pelo ácido fítico do 

germe de milho está relacionada à sua habilidade de formar quelato com íon ferro e 

impedir a formação de radical hidroxil (Filgueiras et al., 2009), consequentemente 

diminui a peroxidação lipídica em carnes (Graf et al., 1984; Graf e Eaton, 1990). O 

ácido fítico é descrito como um forte quelador de íons Fe2+ e possivelmente mantém 

todo o ferro na forma oxidada e previne assim, a formação de hidroperóxidos 

lipídicos (Halliwell e Gutteridge, 1990; Phillippy e Graf, 1997). A presença de outras 

substâncias no ácido fítico do germe de milho da mesma forma poderia contribuir 

para um aumento da sua atividade antioxidante. Segundo Halliwell et al. (1995), 

quando um antioxidante interfere com danos causados pelo radical hidroxil, 

geralmente não atuará somente pelo seqüestro do radical, mas pelo seqüestro ou 

bloqueio dos precursores de sua formação (ânion superóxido, peróxido de 

hidrogênio) e/ou pela quelação de íons metais de transição. Devido a sua habilidade 

de quelar íons ferro, o ácido fítico também pode inibir a formação de aroma de 

requentado. Durante o cozimento, a mioglobina da carne libera quantidades 

significativas de ferro livre que se liga a fosfatidiletanolamina. O complexo Fe3+- 

fosfatidiletanolamina catalisa a rápida autooxidação dos ácidos graxos 

poliinsaturados presentes na fosfatidiletanolamina o qual resulta num drástico 

aumento de TBARS e consequentemente no desenvolvimento de WOF e rancidez 

das carnes (Decker e Welch, 1990; Graf e Panter, 1991). Entretanto, o sequestro de 

íons ferro pelo ácido fítico reduziu significativamente a taxa de peroxidação de 
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fosfolipídios, inibindo, consequentemente o desenvolvimento de WOF devido a 

formação de quelatos de ferro inativos cataliticamente (Empson et al., 1991). Lee et 

al. (1998) verificaram que  o 5mM de ácido fítico foi mais efetivo que a carnosina na 

inibição da peroxidação lipídica em carnes bovina moída e cozida e esta inibição foi 

dependente da concentração do ácido. 

Durante o período de estocagem das carnes de frango por 6 dias a 

6ºC foi observada uma diminuição gradual da atividade antioxidante do ácido fítico 

do germe de milho, ácido fítico padrão e eritorbato de sódio, como consequência do 

aumento dos valores de TBARS, WOF e metamioglobina (Tabelas 1, 2 e 3). 

Resultados similares foram obtidos por Stodolak et al. (2007), na estocagem por três 

dias a 4ºC, de homogenatos de carnes de boi crua e cozida adicionados de 

diferentes concentrações de ácido fítico padrão. O rompimento da membrana 

muscular pela homogeinização permitiu a penetração de oxigênio nos tecidos 

musculares, fazendo com que grupos metilenos e ligações insaturadas se tornem 

mais reativas, acelerando a peroxidação lipídica em carne (Mitsumoto et al., 1991). 

Nesta investigação, não foi possível obter informações quanto à dieta recebida pelos 

frangos. Entretanto, já foi comprovado que é possível melhorar o potencial 

antioxidante do tecido muscular pelo enriquecimento da dieta de animais com 

antioxidantes (Mitsumoto et al., 1991; Morrissey et al., 1998; O’Neill et al., 1999; Ruiz 

et al., 1999). Dentre esses antioxidantes, a incorporação de vitamina E via 

suplementação de dieta confere a estabilidade da oxidação lipídica, atuando 

principalmente na fase inicial do processo oxidativo (Monahan et al., 1994; Buckley 

et al., 1995). Soares et al. (2004) verificaram que 2mM de ácido fítico padrão 

contribuiu significativamente para a inibição da oxidação lipídica em filés de peito de 

frango suplementado com vitamina E. 

A estabilidade da cor da carne está diretamente relacionada ao seu 

tempo de armazenamento. A cor vermelha brilhante da oximioglobina indica carnes 

frescas com alta qualidade que é atrativa aos consumidores. A adição de 5mM de 

ácido fítico do germe de milho estabilizou a cor das carnes de frango (P<0,05) a 

partir do 2º dia de estocagem a 6ºC (Tabela 3). A habilidade do ácido fítico de quelar 

metais de transição envolvidos na produção de radicais livres e/ou seqüestro desses 

radicais, pode estar atrasando a oxidação da oximioglobina para metamioglobina 

(Lee et al., 1998). Foi observada que a atividade quelante em relação ao Fe2+ 

aumentou com elevação da concentração do ácido fítico do germe de milho e inibiu 
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a formação da metamioglobina com manutenção da cor da coxa de frango. A 

influência de fatores biológicos na descoloração da carne depende principalmente 

da natureza das fibras musculares. A estabilidade da cor depende do tipo de 

músculo (Reddy e Carpenter, 1991). Embora muitos fatores influenciam na 

estabilidade da cor das carnes, há predominância da oxidação da mioglobina por 

radicais livres ou produtos da peroxidação lipídica (Renerre e Labas, 1987; Gray et 

al., 1996; Youssef et al., 2003). 

 

 

4. Conclusão 

 

O ácido fítico de germe de milho inibiu a peroxidação lipídica in vitro 

induzida por ferro e apresentou grande potencial para ser empregado como 

antioxidante em produtos cárneos frescos. A eficiência da atividade antioxidante do 

ácido fítico de germe de milho foi confirmada pela inibição da oxidação lipídica, do 

desenvolvimento de aroma de requentado e da formação de metamioglobina em 

carnes de frango refrigeradas por 6 dias. Na concentração de 10mM e 5mM, o ácido 

fítico do germe de milho e ácido fítico padrão apresentaram respectivamente, 

atividades antioxidantes semelhantes e contribuíram com um aumento da   

estabilidade lipídica das carnes. 
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O ácido fítico (AF) ou mio-inositol hexafosfato está presente em muitos grãos e 
oleaginosas em proporções que variam de 1 a 5% em massa. A adição de AF em 
alimentos diminui as mudanças oxidativas induzidas pelo ferro e em carne de frango 
e outros produtos cárneos foi observada a redução de peroxidação. Como 
antioxidante, o AF tem sido aplicado em diversos alimentos, porém o seu 
mecanismo de ação ainda não está totalmente esclarecido. Assim, o objetivo desta 
pesquisa foi investigar a propriedade seqüestradora de radical hidroxil in vitro do AF 
de germe de milho. O AF foi obtido do germe de milho após extração com HCl (1:5 
p/v), seguido de centrifugação, etapas de precipitação e secagem. O teor de AF foi 
quantificado por cromatografia de troca iônica e espectrofotometria a 500nm. A 
atividade seqüestradora do radical hidroxil pelo AF foi determinada utilizando o 
ensaio de deoxirribose através da diminuição da formação de substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico(TBA) provenientes da degradação do açúcar deoxirribose 
pelo radical hidroxil gerado pela reação de Fenton. O radical hidroxil formado da 

reação entre Fe
3+ 

-EDTA e H2O2 em presença de ácido ascórbico complexam com o 
açúcar deoxirribose levando a formação de produtos que reagem com TBA 
produzindo uma coloração rósea. A atividade seqüestradora do hidroxil pelo AF foi 
dependente da concentração e a máxima atividade foi de 30% com concentração de 
AF de 1,5mM. Devido à habilidade de o AF formar um quelato com metais di e tri 
valentes e inativar a reação de oxidação, os resultados comprovam que o AF atua 
como um bom inibidor da formação de radicais hidroxil.  
 
Palavras chaves: germe de milho, ácido fítico, antioxidante  
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RESUMO 
O ácido fítico ou mio-inositol hexafosfato é um componente que está presente em 
maior concentração em grãos e em menor quantidade nos tubérculos e 
leguminosas. O germe de milho contém 6 a 7% em base seca e seu potencial 
antioxidante tem sido investigado. O objetivo este trabalho foi quantificar o teor de 
ácido fítico de germe de milho e estabelecer uma estratégia para sua obtenção. Para 
assegurar a quantificação do ácido fítico, foram aplicados os seguintes parâmetros 
de desempenho: exatidão, precisão, linearidade, especificidade, limite de detecção, 
limite de quantificação e robustez. A eficiência da estratégia de obtenção de ácido 
fítico foi avaliada utilizando para extração o germe de milho desengordurado e HCl 
0,8M na proporção de 1:5 (p/v) e agitação por 2h. Em seguida o pH foi ajustado para 
4,8 e o material centrifugado. O pH do sobrenadante foi ajustado para 9,5 e 
decantado, centrifugado e ressuspenso. Após filtração o material foi transferido para 
estufa de secagem e obtido o ácido fítico. A quantificação de ácido fítico do germe 
de milho desengordurado foi assegurada devido a ótima precisão com baixo 
coeficiente de variação e exatidão, especificidade, linearidade e robustez. O limite de 
detecção e quantificação do ácido fítico obtido foram de 0,193 μg/mL e 0,587 μg/mL, 
respectivamente. O ácido fítico obtido apresentou-se na forma de pó de coloração 
branca com rendimento de 67,0%. O grau de pureza do ácido fítico obtido foi de 
85,4%. A impureza de 14,6% foi constituída predominantemente de sais inorgânicos. 
O fósforo total do ácido fítico obtido foi de 15,16% e fósforo fítico de 15,05%, e assim 
pode-se estimar que 99,27% do fósforo total foram provenientes do fósforo fítico. Em 
pH 0,6 o ácido fítico foi totalmente solúvel e em pH 2,0 e 3,5 apresentou 99,94% e 
82,83% de solubilidade, respectivamente. 
 

Palavras-chave: ácido fítico, germe de milho, obtenção de ácido fítico 
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Palavras-chave: ácido fítico, milho, antioxidante  
 
Resumo  
 
O ácido fítico (AF) ou mio – inositol hexafosfato é um componente que está presente 
em maior concentração no germe de milho. A obtenção do AF de fontes vegetais é 
útil para aplicação como antioxidante em diversos sistemas alimentares ou outros 
produtos com agregação de valores às matérias-primas. O AF foi obtido a partir de 
extração em meio ácido e isolado de outros componentes por precipitação. 
Apresentou-se na forma de pó de cor branca e levemente amarelada e com 
rendimento de 60,2%.  
 

Introdução  

 

O fitato é o inositol mais abundante da natureza e, em geral, estão 
em concentrações elevadas em cereais, legumes, frutos secos e sementes. O fitato 
foi considerado por muitos pesquisadores com propriedades antinutritivas e foi 
proposto sua eliminação da dieta para evitar os problemas de biodisponibilidade de 
determinados metais. Entretanto, alguns trabalhos demonstraram que só em caso 
de ingerir grandes quantidades de alimentos ricos em fitato junto com dietas pobres 
em conteúdo mineral poderiam ocorrer problemas de biodisponibilidade mineral 
(EMPSON et al., 1991).  

Uma das principais funções fisiológicas do AF na planta é a sua 
atuação como reserva de fósforo representando cerca de 60 a 97% do fósforo total 
(RAVINDRAN, RAVINDRAN E SIVALOGAN, 1994). Nos cereais o AF está 
distribuído em diferentes componentes do grão.  

No trigo e arroz, o AF está presente em maior concentração na 
camada de aleurona e no pericarpo, respectivamente. O milho difere de outros 
cereais por apresentar maior concentração de AF no germe (REDDY, SATHE e 
SALUNKHE, 1982).  

Várias aplicações do AF foram demonstradas, principalmente pela 
sua ação antioxidante em alimentos (FUKUJI, 2005; GRAF, 1983; GRAF et al., 
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1984; EMPSON, THEODORE e GRAF 1991; LEE e HENDRICKS, 1995). Assim, 
destaca-se a importância de investigar o AF como um antioxidante natural devido as 
suas propriedades e facilidades de obtenção.  

O objetivo deste trabalho foi apresentar um procedimento de 
obtenção de AF de germe de milho.  
 
Materiais e Métodos  

 
O procedimento de obtenção de AF do germe de milho foi realizado 

conforme descrição de Kolchev (1978) com modificações segundo Fukuji (2005).  
A extração de AF foi realizada com 20 g de germe de milho triturado 

em solução contendo HCl 0,8M com agitação constante por 2 h. O pH final desta 
solução foi ajustado para 4,8 para precipitação da proteína com adição de solução 
de NaOH 4M. O material obtido foi centrifugado a 400 g por 10 min para obtenção 
do sobrenadante contendo AF e o resíduo foi desprezado.  

Em seguida, foi realizada a precipitação do sobrenadante com 
solução de NaOH 4M e pH 9,5. Após cerca de 12 h para decantação, procedeu-se a 
centrifugação a 400 g por 10 min e obteve-se o precipitado bruto. Neste precipitado 
o AF foi ressuspendido com HCl 0,8M e adicionado formaldeído e terra diatomácea 
para desnaturação de proteínas e remoção de outros constituintes, respectivamente. 
O material assim obtido foi mantido sob agitação mecânica com aquecimento a 50ºC 
por 1 h. Esta solução foi mantida em repouso por 12 horas para decantação do 
precipitado. O material foi filtrado com papel de filtro e obtido o sobrenadante. A 
precipitação deste sobrenadante foi realizada com solução de NaHCO3 1,5M e pH 
8,5 seguido de filtração com papel de filtro. A secagem do precipitado final foi 
realizada em estufa a 60ºC, por 2 h.  

A porcentagem de rendimento de AF obtido foi calculada pela 
relação entre a massa de AF na amostra inicial (AFi) e massa de AF obtida no 
precipitado final seco (AFf), multiplicado por 100.  

O teor de AF foi determinado conforme procedimento descrito por 
Latta e Eskin (1980) com modificações.  
 
Resultados e Discussão  

 
Após secagem em estufa a 60ºC do precipitado final foi calculado o 

rendimento do AF em relação ao teor de AF no sobrenadante inicial. O AF obtido, 
em pó, apresentou cor branca e levemente amarelada quando comparado com o 
padrão de fitato de dodecasódio (Na12C6H6O24P6; PM= 923,8, de procedência 
Sigma). O rendimento obtido neste trabalho foi de 60,2% o qual foi similar ao 
descrito por Leal (2000) que obteve AF de germe de milho com rendimento de 
63,46%.  
 
Conclusões  

 
Foi possível estabelecer um procedimento e obter o AF a partir do 

germe de milho com rendimento de 60,2% utilizando para extração do AF solução 
HCl 0,8 M, precipitação bruta do extrato com NaOH 4M em pH 9,5 e precipitação 
final do fitato com solução NaHCO3 1,5 M em pH 8,5.  
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Resumo  

 
A validação de um método analítico é fundamental para implementar um controle de 

qualidade em qualquer laboratório analítico. No milho, o ácido fítico (AF) está 

concentrado no germe, com cerca de 8,0% em base seca. O objetivo desta pesquisa 

foi validar um método para quantificação de AF e confirmar sua eficiência na 

aplicação da determinação do teor de AF em germes de milho gordo e in natura. O 

método de quantificação utilizado foi a cromatografia de troca iônica com utilização 

da resina DOWEX-AGX-4 e espectrofotometria a 500nm. O método apresentou uma 

boa exatidão com recuperação média de 92,11 a 98,43%; elevada precisão com 

coeficientes de variação de 0,0004 a 7,77%. O método apresentou especificidade e 

linearidade com limite de detecção calculado de 0,193 µg/mL e limite de 

quantificação de 0,587 µg/mL. A aplicação do método após a validação, possibilitou 

quantificar o teor de AF de 7,79% para o germe de milho gordo e 6,50% para o 

germe de milho in natura, com desvio padrão de 0,76 e 0,66, respectivamente . 

Assim, o método utilizado foi eficaz e pode ser aplicado com segurança para 

quantificar o teor de AF em processos de extração ou obtenção de diferentes 

derivados de germe de milho.  

 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: validação, quantificação, ácido fítico, germe de milho.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

A necessidade de se mostrar a qualidade de medições químicas 

está cada vez mais reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método 

analítico gere informações confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, este deve ser 

validado. Um processo de validação bem definido e documentado oferece às 

agências reguladoras evidências objetivas de que os métodos e os sistemas são 

adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).  

O Ácido Fítico (AF) ou mio-inositol hexafosfato está distribuído em 

diferentes formas nos grãos de cereais, associado a componentes específicos ou 

partes da semente (REDDY, 2002). No trigo e no arroz, o AF está presente em maior 

concentração na camada aleurona e no pericarpo, respectivamente. O milho difere 

de outros cereais por apresentar maior concentração de AF no germe, com uma 

distribuição de 88% (REDDY, SATHE E SALUNKE, 1982). O germe de milho 

apresenta elevado teor de AF, sendo relatado teor de 6,0 a 7,0% (ERDMAN, 1979; 

LEAL, 2000; FUKUJI et al, 2008).  

Os seis grupamentos fosfato do AF podem formar complexos fortes 

e insolúveis com cátions, tais como Cu
++

, Zn
++

, Co
++

, Mn
++

, Fe
+++ 

e Ca
++ 

(OBERLEAS, 

1973). Em pH elevado, o AF forma complexos insolúveis com cátions polivalentes e 

diminui a biodisponibilidade nutricional de muitos minerais, característica que o torna 

um antinutriente (GRAF, 1983). Em valores de pH comuns a maioria dos alimentos 

(pH 4,7), adquire carga negativa, conferindo alto poder de complexação a moléculas 

de carga positiva. A habilidade de quelação do AF tem sido considerada por alguns 

pesquisadores como um fator de diminuição do colesterol e triglicérides 

(JARIWALLA et al., 1990; KLEVAY, 1977).  

O AF é considerado um antioxidante por atuar eficazmente na 

inibição da oxidação e formação de radicais hidroxil devido a sua habilidade de 

formar um quelato de ferro que o torna cataliticamente inativo (GRAF et al., 1984) 

Em alguns países, o AF é aplicado como antioxidante em óleo de soja, carnes, 

pastas de peixe, macarrão pré-cozido, pães, caviar, vegetais frescos e outros 

(GRAF, 1983).  

Considerando a necessidade de testar a confiabilidade dos 

resultados do método, este trabalho teve como objetivo validar o método de 
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quantificação de AF por meio de cromatografia de troca iônica e espectrofotometria 

e aplicar na quantificação do teor de AF em germes de milho gordo e in natura.  

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1 Validação do método de quantificação do teor de AF  

 

Foi utilizado o método de determinação de AF proposto por Latta e 

Eskin (1980) com modificação da resina para DOWEX-AGX-4 segundo Ellis e Morris 

(1986). O fitato de dodecassódio (Na12C6H6O24P6; PM=923,8 (Sigma) proveniente do 

milho foi utilizado como padrão de AF.  

A validação do método para quantificação de AF foi efetuada 

verificando os critérios de precisão, exatidão, linearidade, sensibilidade, 

especificidade, limite de detecção e limite de quantificação (BRASIL, 2003).  

A precisão foi calculada através da repetibilidade do método, sendo 

expressa pelo coeficiente de variação em porcentagem (CV%). A exatidão foi 

verificada por meio da porcentagem de recuperação do padrão de AF. Para 

determinação da linearidade do método foram obtidas cinco curvas padrões de AF, 

em triplicata, com concentrações teóricas crescentes de 25 a 135 µg de padrão, e a 

partir de seus valores médios foi obtida a curva média de calibração. Os limites de 

quantificação (LQ) e detecção (LD) foram calculados com base no desvio padrão do 

intercepto e da inclinação da curva de calibração média.  

 

 

2.2 Extração de AF e aplicação do método validado às amostras  

 

A extração foi realizada com 10 g de germe de milho gordo e in 

natura, fornecidos por uma Cooperativa Agroindustrial da região. O germe foi moído 

e adicionado solução de HCl 0,8M na proporção 1:5 (p/v) com agitação constante de 

250 rpm por 2h. Realizou-se a centrifugação a 2000 rpm por 10 minutos para 

obtenção do sobrenadante contendo o AF. O sobrenadante foi diluído 1:500 (v/v) 

para aplicação e confirmação do método validado.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

O método para quantificação de AF apresentou baixos coeficientes 

de variação no intervalo de 0,0004 a 7,77% e recuperação de até 98,43%, 

confirmando que o método apresentou uma boa precisão e exatidão (Tabela 1).  

O método demonstrou linearidade conforme construção de 5 curvas 

de calibração. A partir de seus valores médios foi obtida a curva média de calibração 

conforme Equação 1 e Figura 1.  

 

y = absorvância a 500nm 

x = concentração teórica de AF em μg/mL. 

 

 

TABELA 1 – Recuperação do padrão de AF para determinação da precisão e 
exatidão do método  
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Figura 1 – Curva média de calibração para quantificação do teor de AF. 
 
 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) obtidos com base 

na curva de calibração média (Figura1) foram de 0,193 µg de AF/mL e 0,587 µg de 

AF /mL, respectivamente. Quando adicionado o padrão de AF na matriz de germe 

de milho, a recuperação foi de 94,64 ± 0,043%, indicando que o método apresentou 

uma boa especificidade.  

O método validado foi aplicado para quantificar o teor de AF no 

germe de milho gordo e in natura e foi obtido o de teor de 7,79% e 6,50% e desvio 

padrão de 0,76 e 0,66, respectivamente. Estes resultados estão coerentes e 

confirmam com os obtidos por outros autores (ERDMAN, 1979; LEAL, 2000; FUKUJI 

et al, 2008).  

 

 

4. CONCLUSÃO  

 

O método para quantificação de AF foi validado demonstrando-se 

eficaz, com boa precisão, exatidão, especificidade e linearidade. Pode ser aplicado 

com segurança para quantificar o teor de AF em processos de extração ou obtenção 

de diferentes derivados de germe de milho.  
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6 CONCLUSÃO  

 

 

O processo de extração e purificação de ácido fítico do germe de 

milho desengordurado foi assegurado pelo ótimo desempenho do método de 

quantificação e purificação com 67,01± 0,73% de rendimento e 85,41± 0,95% de 

pureza. O ácido fítico purificado apresentou elevado teor de fósforo fítico e 

magnésio, baixo teor de proteínas e alta solubilidade em pH fortemente ácido.  

O ácido fítico purificado do germe de milho apresentou potencial 

antioxidante confirmado pela atividade de seqüestro de radicais livres e quelação de 

metais, por meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina. A atividade de 

seqüestro do radical hidroxil foi dependente da concentração de ácido fítico do 

germe de milho. A atividade quelante para o Fe
+2 

aumentou com elevação da 

concentração do ácido fítico purificado e com o tempo de contato com o Fe
+2 

.  

O potencial antioxidante do ácido fítico purificado foi confirmado pela 

aplicação em carnes de frango armazenadas sob refrigeração no qual inibiu a 

peroxidação lipídica in vitro induzida por ferro, a oxidação lipídica, o 

desenvolvimento de aroma de requentado e formação de metamioglobina.  
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ANEXO 

 

Tabela 1 –  Recuperação do padrão de AF para determinação 
da precisão e exatidão do método 

 
 
 
 
 

 
Figura 1 –  Curvas de calibração de concentrações teóricas crescentes de AF em 

função da absorvância a 500 nm 
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Figura 2 –  Curva média de calibração obtida dos valores médios de 

cada curva de calibração do gráfico da Figura 1 
 
 

LD = 0,00025 x 3,3 / 0,00142 = 0,58 μg de AF / 3mL de amostra 

LD = 0,193 μg de AF / mL de amostra 

LQ = 0,00025 x 10 / 0,00142 = 1,76 μg de AF / 3mL de amostra 

LQ = 0,587 μg de AF / mL de amostra 

O valor de 3,3 utilizado no cálculo é considerado um fator múltiplo da 

variação de dados devido aos erros aleatórios que considera os parâmetros 

estatísticos t e z,com um limite de confiança de 95%. 


