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RESUMO

O 4cido fitico, componente de ocorréncia natural em sementes, possui elevado potencial
quelante e a depender do pH pode interagir com ions metéalicos que atuam como co-fatores de
diversas enzimas, interferindo em processos metabodlicos essenciais. O acido fitico possui
funcdes antioxidantes em virtude da formagdo de quelatos com ferro, suprimindo as reagdes
oxidativas catalisadas por este metal, o que implica em uma pronunciada fun¢do antioxidante
na preservagdo de sementes. O custo do acido fitico puro ¢ muito elevado, desta forma,
técnicas de extragdo e purificacdo podem ser melhoradas para obtencdo do acido fitico com
elevado grau de pureza. O objetivo deste trabalho consistiu em extrair o acido fitico de
sementes de abdbora, melancia, meldo e mamao, purifica-lo e caracterizd-lo por meio de
técnicas analiticas, avaliar sua habilidade quelante frente ao ion metélico Fe (III), e investigar
seu potencial antioxidante para possivel utilizagdo como aditivo seguro na induastria de
alimentos. O 4acido fitico foi extraido em meio acido ¢ em condigdes brandas. Para a
purificacdo, foi utilizada uma resina de troca anionica fraca, livre de base, e a elui¢do do 4cido
fitico foi realizada com uma solucdo de 4cido cloridrico 0,70 mol L. As solucdes obtidas
apresentaram pureza de aproximadamente 34 %, comparavel as solu¢des de acido fitico
disponiveis comercialmente, e as sementes de abdbora apresentaram o maior contetido de
acido fitico, 2,6325 (+ 0,1994) g/ 100 g, base seca. Os conteudos de fosforo para as diferentes
amostras foram semelhantes entre si e proximos a quantidade de fésforo encontrada para o
padrdo através da curva analitica. A cromatografia em camada delgada revelou que os
procedimentos de extracdo e purificagdo ndo liberaram fosfato da molécula de acido fitico,
pois o hexafosfato de inositol foi o principal componente obtido a partir das diferentes
sementes. Os dados obtidos dos estudos de infravermelho e potenciométricos revelaram que
as amostras de acido fitico encontraram-se com grau de pureza relativamente elevado. Os
estudos espectroscopicos no UV-Vis mostraram que o complexo acido fitico-Fe (III), sal de
dodecassodio apresentou uma banda de absor¢do referente a transferéncia de elétrons do
ligante para o metal. Os espectros para os complexos acido fitico-Fe (III), obtidos das
sementes foram semelhantes, com elevados valores de energia de ligacdo, que sugerem que a
interagdo entre o acido fitico e o ion metalico foi efetiva. O 4cido fitico atua como um
antioxidante secundério, assim ndo respondeu aos ensaios de FRAP e DPPH, contudo, como
evidenciado pelos estudos UV-Vis, o acido fitico possui uma pronunciada fun¢do antioxidante
na preservacgdo de alimentos devido a formacao de quelatos estaveis com Fe (III).

Palavras-chave: acido fitico, extragdo, purificagdo, caracteriza¢do, potencial quelante e
antioxidante.



ABSTRACT

The phytic acid, a component of naturally occurring seeds, has a high chelating potential and
depends on the pH can interact with metal ions that act as cofactors of several enzymes,
interfering with essential metabolic processes. Phytic acid has antioxidant functions due to the
formation of iron chelates, by suppressing the oxidative reactions catalyzed by this metal,
which implies in a pronounced antioxidant function in the preservation of seeds. The price of
pure phytic acid is very high, thus, techniques for extraction and purification can be improved
to obtain the phytic acid with high purity degree. The purpose of this study consisted in to
extract the phytic acid from pumpkin, watermelon, melon and papaya seeds, purify and
characterize it by means of analytical techniques, to evaluate their chelating ability against the
metal ion Fe (III), and investigate their antioxidant potential for possible use as a safe additive
in food industry. Phytic acid was extracted in acid middle and mild conditions. For
purification, was used a weak anion exchange resin, free base, and phytic acid elution was
performed with a solution of hydrochloric acid 0.70 mol L™'. The solutions obtained had a
purity of about 34 % compared to phytic acid solutions commercially available, and pumpkin
seeds showed the highest content of phytic acid, 2.6325 (+ 0.1994) g/100 g, dry matter. The
phosphorus content in the different samples was similar and close to the amount of
phosphorus found in the standard through the analytical curve. The thin-layer chromatography
revealed that the extraction and purification procedures did not release phosphate from phytic
acid molecule, as the inositol hexaphosphate was the main component obtained from different
seeds. The data obtained from infrared and potentiometric studies revealed that phytic acid
samples showed purity degree relatively high. The spectroscopic studies on UV-Vis showed
that the phytic acid-Fe (III) complex, dodecassodium salt, presented an absorption band
relating on the electron transfer from ligand to metal. The spectra for the phytic acid-Fe (III)
complexes, obtained from seeds were similar, with high values of binding energy, suggesting
that the interaction between phytic acid and the metal ion was effective. The phytic acid acts
as a secondary antioxidant, thus it has not responded to trials of FRAP and DPPH, however,
as evidenced by UV-Vis studies, phytic acid has a pronounced antioxidant function in
preserving food due to the formation of stable chelates with Fe (I1I).

Keywords: phytic acid, extraction, purification, characterization, antioxidant and chelating
potential.
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INTRODUCAO

O 4cido fitico, conhecido como hexafosfato de inositol, ¢ um componente de
ocorréncia natural em cereais, legumes ¢ sementes oleaginosas, representando de 60 a
90% do fosforo total em sementes. O acido fitico representa para as plantas um depdsito
de fosforo, cations e energia, um competidor de ATP (trifosfato de adenosina) e um
regulador dos niveis de fosfato inorganico. A estrutura do acido fitico sugere um elevado
potencial quelante. Possui doze atomos de hidrogénio substituiveis ¢ a depender do pH
pode interagir efetivamente com ions metalicos.

A propriedade quelante do acido fitico pode facilitar a eliminacdo de metais
potencialmente toxicos para o organismo, inibindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e¢ sendo eficiente na quimioprevengdo ¢ terapia do cancer. Em virtude da
formag¢ao de quelatos com ferro, o 4acido fitico apresenta func¢des antioxidantes,
suprimindo as reacdes oxidativas catalisadas por este metal. A oxidagdo lipidica é uma das
reacdes importantes de deterioracdo de um alimento com influéncia negativa sobre a sua
conservagdo. Antioxidantes sintéticos como BHA e BHT retardam o aparecimento de
alteracdes oxidativas nos alimentos a baixas concentragdes, porém a toxicidade destes
compostos deve ser considerada. O 4cido fitico, um composto de ocorréncia natural, atua
como um antioxidante secundario, reduzindo o efeito pro-oxidante de metais, reduzindo
seu potencial redox e estabilizando-os em sua forma oxidada. Esta capacidade implica em
uma pronunciada func¢do antioxidante na preservag¢ao de alimentos.

O 4cido fitico coordena-se a minerais que atuam como co-fatores, interferindo em
diversos processos metabdlicos essenciais. Desta forma, métodos simples, nao
dispendiosos e seguros para a medida do acido fitico em alimentos se fazem necessarios.

Por muitos anos, os métodos quantitativos convencionais para determinag¢do do acido
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fitico em alimentos consistiam na precipitacdo do acido fitico na forma de um complexo
fitato-ferro(IIl) insolivel em solugdo acida, o qual ndo era detectavel em concentragdes
abaixo de 0,1 %. Porém, em adi¢do ao hexafosfato de inositol, o ion férrico também
precipitava penta- e tetrafosfato de inositol em solucdo acida diluida. Desta forma, o
conteudo de acido fitico presente tornava-se duvidoso. Ao longo dos anos, diversos
métodos para a determinacao do acido fitico em alimentos foram desenvolvidos. Entre os
mais utilizados estd a cromatografia de troca i6nica, desenvolvida por Harland e Oberleas
(1986) e adotada como método oficial pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists). Esta técnica consiste da extragdo do acido fitico em meio acido, a partir da
amostra de interesse, e purificacdo do mesmo através de uma resina de troca anionica com
NaCl 0,7 mol L como eluente. Para a determinacio do fosfato a amostra passava entdo
por uma digestdo acida e o fosforo liberado quantificado colorimetricamente. Outro
método sem a necessidade de digestdo foi desenvolvido por Latta ¢ Eskin (1980). Este
fundamenta-se na reagdo entre cloreto férrico e acido sulfossalicilico, desenvolvido por
Wade e Morgan (1955). O reagente de Wade apresenta coloragdo rosa caracteristica,
devido a reacdo entre o ion férrico ¢ o acido sulfossalicilico, com absorbancia maxima em
500 nm. Em presenca do acido fitico, o ferro (III) coordena-se ao fosfato, resultando em
um decréscimo na absorbancia. O é4cido fitico € inerte e muito estavel devido a elevada
energia potencial das ligacdes éster-fosforicas, porém, condi¢cdes de processamentos
podem degradar o 4cido fitico a mioinositdis com um nimero inferior de grupos fosfatos.
Assim, o método utilizado pela AOAC pode superestimar o conteudo de acido fitico de
alimentos processados, devido a estes apresentarem fosfatos inferiores que sao retidos na
coluna e eluidos com NaCl 0,7 mol L™, e incluidos no calculo do 4cido fitico determinado

pelo método de troca anidnica. Desta forma, a busca por novas metodologias vem
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estimulando pesquisas na area. Métodos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e métodos sincronizado de fluorescéncia ja estdo sendo utilizados.

O custo do acido fitico puro ¢ muito elevado, desta forma, técnicas de extracdo e
purificacdo podem ser melhoradas para aumentar o rendimento e o grau de pureza do acido
fitico. Além disso, fontes alternativas para obtencdo deste composto podem ser
descobertas. Estudos relatam a presenca do 4acido fitico em uma grande variedade de
sementes, entre elas as sementes de abobora, melancia e meldo. Diversos trabalhos tém
mostrado a importancia deste composto e suas inumeras aplicagdes, que vao desde a
medicina até a industria de alimentos. Esta pesquisa propds investigar novas fontes para
extragdo do acido fitico, bem como melhorar a metodologia de extragdo e purificagdo para
se obter um composto com grau de pureza relativamente elevado. Propde-se ainda
caracteriza-lo por meio de técnicas analiticas, confirmar sua habilidade quelante frente ao
ion metalico de importancia bioldgica Fe(Ill) e investigar seu potencial antioxidante para

possivel utilizagdo como aditivo seguro na industria de alimentos.



2

2.1

23

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Extrair o 4cido fitico de sementes de abobora, melancia, meldao e mamao, purifica-lo e

caracterizé-lo por meio de técnicas analiticas, e investigar seu potencial antioxidante para

possivel utilizagdo como aditivo seguro na industria de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar as condi¢des ideais para extragdo e purificacdo do acido fitico bruto obtido
de diferentes fontes alternativas.

Extrair o acido fitico de sementes de abobora, melancia, meldo e mamao.

Purificar o 4cido fitico obtido por cromatografia de troca idnica.

Determinar o contetido de acido fitico nas diferentes amostras analisadas.

Determinar a percentagem de pureza do acido fitico obtido das diferentes fontes pelos
processos de extracdo e purificagdo adotados.

Determinar o contetido de fosforo nas amostras de acido fitico obtidas das diferentes
fontes.

Caracterizar o componente extraido das diferentes sementes através da cromatografia
em camada delgada.

Caracterizar o 4cido fitico obtido através de técnicas espectroscopicas e
potenciométricas.

Estudar através de estudos espectroscopicos de UV-Vis a interacdo do acido fitico

extraido de fontes alternativas com o ion metélico Fe(IlI) em condicdes fisioldgicas e
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comparar com o acido fitico padrao na forma de sal de dodecassodio e de sal de
dipotassio.
Investigar o potencial antioxidante do 4cido fitico padrdo e das amostras obtidas de

fontes alternativas pelos métodos de FRAP e DPPH.



25

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACIDO FiTICO

3.1.1 Estrutura e Estabilidade

O 4cido fitico, Figura 01, ¢ conhecido oficialmente como 1,2,3,4,5,6-
hexaquis(dihidrogeno)fosfato-mio-inositol, IP6, e usualmente denominado de acido fitico
para a forma de acido livre, fitato para a forma de sal livre e fitin para os sais de calcio e

magnésio (PLAAMI, 1997).

Figura 01. Estrutura do hexafosfato de mioinositol em solugao
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Um estudo por medidas de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de
fosforo, *'P NMR, e de hidrogénio, "H NMR, revelou as mudancas conformacionais do
acido fitico em fun¢do do pH e a baixas temperaturas. Em pH maior que 11,3; o acido
fitico e espécies deprotonadas (H 12y, y = 10, 11 e 12) encontram-se estabilizados na
conformagao axial (cinco C-O na posic¢ao axial e um C-O na posi¢ao equatorial). Em pH
menor que 10,0; o 4cido fitico e espécies deprotonadas (H 12y, y = 1-9) se encontram
preferencialmente na conformacao equatorial (um C-O na posic¢ao axial e cinco C-O na
posicdo equatorial) Figura 02. A estabilidade das conformagdes axial e equatorial esta
relacionada a minimizag¢ao de repulsdes eletrostaticas, ao pH, as ligacdes de hidrogénio
entre P-O...H-O-P, as interagdes entre C-H...O-P e ligacdes hidrogénio dos grupos
fosfatos com a agua (PATON; NOAILLY; MOSSOYAN, 1999). Segundo Isbrandt e
Oertel (1980), utilizando técnicas de °C NMR, *'P NMR e espectroscopia Raman, a
estrutura do acido fitico em solugdo aquosa se apresenta diretamente relacionada a
variagdo de pH, sendo que em valores de pH abaixo de 9,0 um fosfato posiciona-se na
forma axial e cinco fosfatos na forma equatorial. Em pH 9,4, iguais quantidades dos dois
confdrmeros coexistem em solugdo. O espectro de *'P NMR revelou que os trés tltimos
prétons acidicos do fosfato possuem valores de pKa aparente de 9,2-9,6, causando
alteragdes no espectro de °C NMR que sdo indicativas da mudanca conformacional.

A estrutura do acido fitico sugere um elevado potencial quelante e a solubilidade dos
complexos metal-fitato ¢ dependente do pH (GRAF; EATON, 1990; CREA et al., 2008).
Os complexos metal-fitato sdo altamente estdveis e o acido fitico se comporta

principalmente como uma base dura (CREA et al., 2008).
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Figura 02. Conformacgdes do 4cido fitico: (a) uma posicdo axial e cinco equatoriais
(lax./5eq.) e (b) cinco posigdes axiais € uma equatorial (5ax. / leq) (fonte: PATON;
NOAILLY; MOSSOYAN, 1999).

Na tentativa de separar os pentafosfatos dos demais polifosfatos de inositol, Angyal e
Russel (1969) metilaram os acidos fosfoéricos de inositol com diazometano a fim de obter
derivados soluveis em solventes organicos e examinar seu comportamento
cromatografico. Os metil-ésteres resultantes dos acidos fosféricos de inositol foram
prontamente soliveis em cloroformio e examinados por cromatografia em camada
delgada, tendo como adsorventes silica gel e alumina. Com silica gel, apés duas elui¢des
das placas cromatograficas com metanol anidro, o hexafosfato de mio-inositol teve o valor
inferior de Ry, enquanto os dois componentes pentafosfatos de uma hidrélise acido parcial
de 4cido fitico foram resolvidos com elevados valores de Ry. J& em alumina, apenas um
componente pentafosfato foi detectado na mistura da hidrélise acida, e a ordem de
movimento de penta ¢ hexafosfato também foi reversa. Separados os componentes por
cromatografia em camada delgada, a mistura obtida pela metilagdo do &cido fitico
comercial foi resolvida em seus componentes por cromatografia em coluna utilizando
alumina, obtendo-se um éster dodecametil cristalino, derivado do acido fitico. A formagao

de um éster dodecametil pela agdo do diazometano sobre o acido fitico sugeriu que este
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possui doze atomos de hidrogénio substituiveis em sua molécula, os quais foram
prontamente substituidos por grupos metila.

O acido fitico pode apresentar nove estereoisdomeros do inositol: Cis-inositol, epi-
inositol, allo-inositol, neo-inositol, mMio-inositol, muco-inositol, chiro-inositol e seu
enantidmero ¢ scCillo-inositol, sendo apenas duas formas opticamente ativas. Em vegetais,
a unica forma identificada por métodos quimicos e enzimaticos foi a Mio-inositol
(COSGROVE, 1996 apud LEAL, 2000).

A fim de verificar a estabilidade do acido fitico, Carli (2005) realizou um estudo de
analise térmica, no qual o acido fitico apresentou-se estavel até a temperatura de 1000 °C,
mostrando perda de 42 % da massa inicial em trés etapas principais. Na temperatura de
184 °C ocorreu uma perda de massa de 5,5 % equivalente a perda de trés mols de
moléculas de dgua de hidratagao. Em 410 °C ocorre uma nova perda de massa de 13,6 %,
0 que sugere a decomposi¢do da estrutura com perda de seis atomos de carbono e uma
molécula de dgua, e a 620 °C a perda de 12,63 % sugere a decomposi¢ao com perda de
cinco moléculas de agua.

O 4cido fitico € inerte e muito estavel devido a sua elevada energia potencial das
ligagdes éster-fosforicas. Pode ser armazenado como um so6lido durante véarios anos e em
solugdes aquosas neutras ou 50 % alcalinas a 5 °C durante meses sem se decompor. Para
liberagdo de 50 % do fosforo ¢ necessaria uma hidrolise 4cida em HC1 5 mol L™ a 100 °C
por no minimo 6 horas, enquanto que nas mesmas condi¢des, porém em pH 12, ndo ocorre

a liberagdo do fosforo em quantidades apreciaveis (GRAF; EATON, 1990).
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3.1.2  Ocorréncia e Papel Fisioldgico

O 4cido fitico encontra-se presente em alimentos ricos em fibras dietéticas, como
cereais, legumes e sementes oleaginosas (PLAAMI, 1997). Em sementes, 60 a 90 % do
fosforo total ocorre como acido fitico (GRAF; EATON, 1990; PLAAMI, 1997). Esta
forma representa de 10 a 25 % do fosforo total em tuberosas. O acido fitico esta presente
também em diferentes quantidades em frutas e vegetais, porém, vegetais folhosos sdo
praticamente desprovidos de acido fitico (PLAAMI, 1997). Os fosfatos de inositol
encontrados em graos contém cerca de 90 % do inositol na forma hexafosforica,
correspondendo os restantes 10 % a somatéria dos penta-, tetra- e trifosfatos (CUNEO;
AMAYA-FARFAN; CARRARO, 2000). Nas diversas espécies de vegetais, o acido fitico
encontra-se em regides discretas da semente, tal como, na camada aleur6nica e no embrido
(GRAF; EATON, 1990; PLAAMI, 1997).

Um estudo de El-Adawy e Taha (2001) mostrou que o conteudo de acido fitico
encontrado em sementes de paprica foi de 1,98 g/100 g em base seca. Leal (2000)
observou que entre as diferentes formas de germe de milho, o germe grosso de milho
apresentou o maior teor de 4cido fitico, igual a 6,24 % em base seca. O 4cido fitico obtido,
apos secagem a 50 °C, apresentou 34,97 % de pureza na forma de um sélido cristalino de
cor branca e levemente amarela, soliivel em dgua e com elevado teor de sddio (46,96 %),
0 que caracteriza-o como um fitato de sédio. Em graos de aveia integral, a concentracao
de 4cido fitico encontrada foi de 11,4 mg g™, sendo esta afetada pela disponibilidade de
fosforo no solo e demais fatores ambientais (PETERSON, 2001).

Varios processamentos de alimentos e métodos de preparagdo reduzem o conteudo de

acido fitico. Hidrolise acida e tratamento enzimatico com fitase resultam em uma mistura
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de fosfato inorganico e mio-inositol mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ¢ hexafosfato (GRAF;
EATON, 1990).

Cuneo; Amaya-Farfan e Carraro (2000) utilizaram a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para verificar a possivel alteracdo do perfil de
polifosfatos do farelo de arroz estabilizado e observaram que o teor de IP6 no farelo de
arroz estabilizado alcangou 6,8 g/100 g, o equivalente a 84,8 % do teor total, e que o
processo de estabilizagdo do farelo ndo trouxe conseqii€ncias significativas para o teor de
acido fitico. Ap6s o tratamento do farelo estabilizado com fitase exdgena, a quantidade de
acido fitico diminuiu para 4,3 g/100 g o que corresponde a 63,3 % do valor encontrado no
farelo estabilizado. Concluiram que o uso de fitase exdgena de arroz foi pouco eficaz para
a remocao do acido fitico do farelo estabilizado, sendo que depois de 24 h de hidrolise, a
destrui¢do total do acido fitico alcangou 37 %. Este fato pode ter ocorrido devido ao farelo
estabilizado ndo apresentar atividade de fitase endogena, inutilizada na etapa de
aquecimento da estabilizacdo. Porém, segundo Liang et al. (2009), a aplicagdo de fitase ¢
um método eficiente para remover rapidamente o acido fitico enquanto preserva
relativamente mais matéria seca e minerais do que outras propostas de imersio em
produtos de arroz. Para distinguir a influéncia da fitase endégena e adicionada, estes
autores inativaram a fitase endogena dos produtos de arroz com preaquecimento. Os
tratamentos posteriores com adi¢do de fitase resultaram em degradagdo significativa do
acido fitico com concomitante liberacdo de fosfato no meio de imersdo. O pH 6timo para
hidrolise enzimatica do acido fitico de trigo e centeio ¢ de 4,5 e a temperatura 6tima de 55
°C (PLAAMLI, 1997).

O processamento degrada o acido fitico a mioinositois, IP, com um nimero inferior
de grupos fosfatos, os quais ocorrem como intermedidrios de reagdes bioquimicas de

sinalizacdo celular de plantas e de células mamarias. A razdo de degradagdo do acido



31

fitico ¢ baixa quando ele encontra-se associado com proteinas ou cations como Ca’" em
produtos naturais, sendo esta diferenga atribuida & capacidade do acido fitico de formar
sais complexos. O acido fitico ¢ degradado durante a ebuli¢do, sendo que a degradagdo ¢
aumentada em processos nos quais a enzima fitase ¢ ativada. Desta forma, o acido fitico ¢
encontrado em menores quantidades em produtos cozidos quando comparados a produtos
crus (PLAAMI, 1997).

Durante a panificagdo, o conteiido de acido fitico diminui devido a acdo de fitases
presentes na farinha e a alta temperatura. O &cido fitico ¢ hidrolisado durante a
fermentagdo, o que ¢ facilitado pela presenca de altos conteidos de 4gua na massa. A
adi¢ao de fitases nas massas pode ser utilizada para reduzir os contetidos de acido fitico
em alimentos (PLAAMI, 1997). A fermentacdo, uma antiga técnica de conservaciao de
alimentos, ¢ reconhecida por melhorar o valor nutritivo de legumes e cereais, devido a
reducdo dos niveis de antinutrientes, e por aumentar a digestibilidade de proteinas. Um
estudo de Giami (2004) avaliou o efeito da fermentagdo sobre a constituigdo de
antinutrientes, entre eles o acido fitico, de sementes de Telfairia occidentalis Hook, e
verificou que o conteudo de acido fitico diminuiu ao longo do periodo de sete dias de
fermentagdo, alcangando 50 % do contetdo inicial da semente, o que pode ter ocorrido
devido a hidrolise do acido fitico em inositol e ortofosfatos por microrganismos
fermentativos, ou pela condi¢do favoravel de pH para a atividade da enzima fitase. O
acido fitico forma ligagdes eletrostaticas fortes com residuos acil de aminoécidos basicos,
precipitando proteinas em pH abaixo de 5,0. Em virtude de sua ligacdo com proteinas, o
acido fitico inibe a ac¢do de enzimas como polifenol oxidase, o-amilase, alcool
desidrogenase e tripsina (GRAF; EATON, 1990).

Um estudo de Ahn et al. (2004) mostrou que a irradiagdo a 10 kGy degradou mais de

90 % do 4cido fitico na concentragdo de 100 umol L™, enquanto que em concentragdes



32

mais elevadas a degradacgdo foi dificultada. Isso mostra que o grau de degradacao induzido
pela irradiacdo difere de acordo com a concentracdo do acido fitico nos alimentos.

O 4cido fitico pode afetar a digestibilidade do amido devido a capacidade destes dois
compostos combinarem-se via ligagdo fosfato, combinag¢do do acido fitico com enzimas
digestivas ou minerais como calcio, que atua como catalisador enzimatico (PLAAMI,
1997).

Fisiologicamente, o acido fitico representa para as plantas um depoésito de fosforo,
cations e energia, um competidor de ATP (trifosfato de adenosina) durante sua biossintese
e como um regulador dos niveis de fosfato inorganico (GRAF; EATON, 1990; PLAAMI,
1997). Na germinacdo das sementes, ocorre uma diminuicdo do contetido de 4cido fitico
devido a rapida desfosforilacdo pela atividade aumentada de enzimas fitases (PLAAMI,
1997). A medida que o vegetal avanca o desenvolvimento, o 4cido fitico sofre alteragdes
que fundamentam outro papel fisioldgico importante atribuido a ele: o auxilio no
crescimento do vegetal. Durante os primeiros dias de germinagdo, o acido fitico ¢
hidrolisado a fosfato inorganico (WILLIAMS, 1970). Toda a reserva de material fosfato
do acido fitico ¢ mobilizada e transferida ao desenvolvimento axial, aparecendo quase
inteiramente como fésforo inorganico nas raizes e brotos (HALL; HODGES, 1966). No
endosperma de graos de trigo, em torno de 26 dias de germinagdo, o fésforo inorganico,
inicialmente em grande quantidade, comeca a diminuir e continua até atingir a
maturidade. Em contraste, os compostos de fosforo acido 1abil, e mais contundentemente
os de fosforo organico estavel em acido, representados principalmente pelo 4cido fitico, os
quais inicialmente estdo presentes em pequenas quantidades, comegcam a aumentar
substancialmente. Estes resultados sugerem que existe um sistema enzimatico muito ativo

que catalisa a conversao do fosfato inorganico a acido fitico, que envolve provavelmente a
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formacgdo intermediaria de um composto com grupos fosforil reativos (JENNINGS;

MORTON, 1963).

3.1.3 Extracio, Purifica¢io e Determinagio do Acido Fitico em Alimentos

Por muitos anos, os métodos quantitativos convencionais para determinag¢do do acido
fitico em alimentos consistiam da precipitacdo deste na forma de um complexo fitato-
ferro(IIl) insoluvel em solucdo 4cida, o qual ndo era detectavel em concentragdes abaixo
de 0,1 %. Em adi¢do ao hexafosfato de inositol, o ion férrico também precipita penta- e
tetrafosfato de inositol em solucdo acida diluida. Desta forma, o contetido de acido fitico
presente torna-se duvidoso (PLAAMI, 1997).

O 4cido fitico coordena-se a minerais que atuam como co-fatores, interferindo em
diversos processos metabdlicos essenciais. A necessidade de um método simples, nao
dispendioso e seguro para medida do 4cido fitico em alimentos, fez com que Harland e
Oberleas (1977), desenvolvessem um método modificado para a determinacdo de acido
fitico, que implica na concentragdo deste em uma resina de troca idnica com posterior
digestdo acida e medidas colorimétricas do fosfato liberado. A extracdo do 4cido fitico foi
realizada com uma solugdo de HCI 1,2 % durante duas horas e este foi eluido da coluna
cromatografica com NaCl 0,7 mol L. A concentragdo de 4cido fitico em dez alimentos
testados a base de proteinas vegetais texturizadas alcangou de 0,12 a 1,63 %, em base
seca, quando os produtos foram analisados pelo método da troca i6nica comparativamente
com os valores obtidos pelo método tradicional através da precipitagdo do acido fitico
com ferro (IIT), 0,28 a 1,85 % em base seca.

O estdgio da digestdo para liberagdo do fosfato inorganico requer monitoramento

cuidadoso a fim de minimizar as perdas devido a digestdo incompleta ou excessiva. Latta
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e Eskin (1980) desenvolveram um procedimento direto para a medida do acido fitico, sem
a necessidade do passo da digestdo, baseado na reagdo entre cloreto férrico e acido
sulfossalicilico, desenvolvido por Wade e Morgan (1955) para detectar ésteres fosfato a
partir da combinagao da ionoforese e cromatografia em papel. O conteudo de acido fitico
medido usando o reagente de Wade foi comparado ao resultado do procedimento de
digestdo 4cida, com medida colorimétrica do fosfato liberado. O reagente de Wade
apresenta coloragdo rosa caracteristica devido ao complexo Fe(IIl)-acido sulfossalicilico,
com absorbancia maxima em 500 nm (LATTA; ESKIN, 1980). Dependendo do pH e das
concentragdes dos ions Fe(Ill) e acido sulfossalicilico, complexos com uma, duas e trés
moléculas de 4cido sulfossalicilico na esfera de coordenagdo do ion Fe(Ill) podem existir
em solucdes aquosas. As solucdes Fe(Il)-acido sulfossalicilico sdo rosa devido a banda de
transferéncia de carga. Na regido UV, o complexo apresenta uma forte banda em 286 nm,
¢ a banda de absor¢ao com maximo em 297 nm ¢ tipica do ligante livre ndo coordenado
(POZDNYAKOV et al., 2006). Em presenca do acido fitico, o ion férrico coordena-se ao
éster fosfato, por uma reagdo de substituicdo do acido sulfossalicilico, resultando em uma
diminui¢do da intensidade da cor rosa e, conseqiientemente, em um decréscimo na
absorbancia (LATTA; ESKIN, 1980). Segundo os autores, observa-se uma linearidade da
Lei de Beer-Lambert com o decréscimo na absorbancia em 500 nm relacionado a
concentragdo de acido fitico. Avaliando-se ainda a eficiéncia da concentraciao do acido na
extragdo do acido fitico de sementes, o estudo mostrou que a extragdo com melhor
rendimento foi obtida com HCIl 2,4 % por um periodo de uma hora, comparado ao
método de Harland e Oberleas (1977). Nao houve diferenca significativa entre o
procedimento da digestdo acida e com reagente de Wade, mostrando que este método
pode ser utilizado como um procedimento eficiente e rapido para a determinagdo do acido

fitico (LATTA; ESKIN, 1980).
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Harland e Oberleas (1986) modificaram as resinas trocadoras de anions para analisar a
concentragdo de acido fitico em amostras como farinha de amendoim, aveia, arroz,
proteina isolada de soja, farelo de trigo e pao de trigo integral em um estudo colaborativo.
O 4acido fitico foi extraido de amostras duplicadas ocultas, analisadas em triplicata, de
alimentos secos utilizando HCI diluido; o extrato foi entdo misturado com uma solugdo de
EDTA/NaOH e aplicado em uma coluna de troca ionica. A eluicdo do hexafosfato de
inositol foi realizada separadamente dos fosfatos de inositol inferiores e do fosfato
inorganico com uma solu¢ao de NaCl 0,7 mol L', e este foi digerido com uma mistura de
acido nitrico/acido sulftrico concentrados para liberagdo de fosforo, o qual foi medido
colorimetricamente. A quantidade de acido fitico nas amostras foi calculada como
hexafosfato equivalente, e a concentragdo encontrada nos alimentos variou de 2,38 para
arroz e 46,70 mg/g para farelo de trigo. O método apresentou critérios de
reprodutibilidade, exatidao, rapidez e simplicidade, sendo comparavel com o método da
precipitacdo com o ferro e sensivel a baixos limites de deteccdo. Este tem sido adotado
como método oficial pela AOAC (método 986.11, 1988) para determinagao de acido fitico
em alimentos (HARLAND; OBERLEAS, 1986).

Segundo Lehrfeld e Morris (1992), o método utilizado pela AOAC pode superestimar
o conteudo de 4cido fitico de alimentos processados, devido a estes apresentarem fosfatos
inferiores, resultantes do processamento, que sdo retidos na coluna e eluidos com NaCl
0,7 mol L, e incluidos no célculo do 4cido fitico determinado pelo método de troca
anionica da AOAC. Utilizando-se do método da CLAE, Lehrfeld e Morris (1992)
avaliaram o conteudo de 4cido fitico de sete amostras e compararam os resultados com o
método da AOAC. O conteudo de fosfato de inositol encontrado em graos e legumes
contém, usualmente, acima de 92 % de écido fitico (IP6) e, a partir da CLAE, Lehrfeld e

Morris (1992) encontraram 92,4 % para IP6 no farelo de trigo cru. Durante a conversao
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destes graos ou legumes em produtos alimenticios, fitases endogenas e exdgenas ou
condi¢des do processamento podem causar hidroélise extensiva do IP6 em IP5, IP4, IP3,
IP2 e IP1 (hexa-, penta-, tetra-, tri-, di- ¢ mono-fosfato de inositol, respectivamente). Para
amostras contendo predominantemente IP6, os métodos da AOAC e CLAE tiveram boa
concordancia para os valores encontrados de acido fitico, j& para amostras contendo
quantidade apreciavel de isdmeros de IP6 hidrolisado, o método da AOAC superestimou o
conteudo de acido fitico, mostrando que a utilizacdo da CLAE ¢ viavel nestes casos.

Utilizando-se da CLAE com detector de indice de refragdo, Nappi et al. (2006)
validaram as condi¢des analiticas para determinar e quantificar o acido fitico e seus
isomeros em multimistura (trigo, fubd, casca de ovo e folha de mandioca) e avaliaram
também a eficiéncia do método de purificagdo em coluna de troca anionica forte. Embora
a CLAE apresente um custo mais elevado, esta técnica permite a identificagdo e
quantificacdo do acido fitico e seus derivados desfosforilados. Os teores de acido fitico
nas amostras variaram de 1,61 a 2,25 g/100 g. Os critérios de validagao para CLAE foram
considerados satisfatérios quanto a seletividade e especificidade, linearidade,
repetitividade e limites de detecc¢do e quantificagdo. Todavia, a recuperagdo do acido fitico
ndo foi a esperada, sugerindo a interferéncia de minerais presentes em altas concentragdes,
principalmente o calcio.

Um método sincronizado de fluorescéncia foi descrito por Chen et al. (2009) para
determinagdo do conteudo de 4cido fitico em seis alimentos diferentes. O método, baseado
na formagdo de um complexo ternario entre acido fitico, 1,10-fenantrolina e Fe**, foi
comparado com o método de espectrofotometria de UV-Vis utilizando o reagente de
Wade, e o desvio para os dois métodos foi menor que 5 %, demonstrando assim a
aplicabilidade do método proposto. Uma solugdo de 1,10-fenantrolina apresenta

A . . e 3+
fluorescéncia com comprimento de onda caracteristico em 362 nm. Em presenga de Fe™,
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a fluorescéncia diminui gradualmente, porém, em presenca de acido fitico, a intensidade
de fluorescéncia aumenta proporcionalmente com o aumento da concentragdo de acido

fitico, com comprimento de onda méximo em 364 nm, com R?>0,9994.

3.2 APLICACOES

3.2.1 Estados Patologicos

A propriedade quelante do 4cido fitico pode facilitar a eliminagdo de metais
potencialmente toxicos para o organismo, inibindo a forma¢do de espécies reativas de
oxigénio e sendo eficiente na quimioprevencdo e terapia do cancer (GRAF; EATON,
1990; PLAAMI, 1997; MIDORIKAWA et al., 2001). Além disso, o acido fitico reduz a
razdo de proliferacdo de células cancerigenas humanas (GRAF; EATON, 1990; PLAAMI,
1997). Um estudo em ratos mostrou que a administragao de InsPs, antes e apods a indugdo
de cancer de colon pelo carcindgeno azoximetano, reduziu o numero de animais que
desenvolveram o cincer bem como o nimero e tamanho dos tumores desenvolvidos.
Além disso, este estudo mostrou que a agdo anti-cancer de InsP¢ ¢ melhorada pela
presenca de formas fosforiladas inferiores de inositol (SHAMSUDDIN; VUCENIK;
COLE, 1997). Um estudo dos efeitos de antioxidantes na carcinogénese de glandulas
mamarias em ratos fémeas Sprague-Dawley mostrou que o nimero médio de tumores por
rato ¢ o tamanho dos tumores foram menores em grupos tratados com antioxidantes
comparado com o controle. Grupos de animais recebendo acido fitico apresentaram
tumores de 10,7 = 8,0 mm, enquanto no grupo controle os tumores eram de 17,8 = 15,3
mm. A razdo de sobrevivéncia de animais recebendo acido fitico foi maior do que no

grupo controle ao final de 36 semanas de experimento (HIROSE et al., 1994).
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Diversos mecanismos tém sido propostos para o efeito protetor do acido fitico na
carcinogénese, entre eles; a participagdo do acido fitico e suas formas fosforiladas
inferiores na reserva intracelular dos fosfatos de inositol, os quais sdo importantes na
regulagdo de fungdes celulares vitais; e a complexacio de Fe’™ pelo acido fitico, inibindo a
formacio de radicais hidroxila. Por manter o ferro no estado Fe** o 4cido fitico impede a
reagdo redox em cadeia do ferro necessaria em muitas reacdes de oxidagdo e a
subseqiiente peroxidagdo lipidica e dano oxidativo ao DNA. Assim, IP6 pode reduzir a
carcinogénese mediada por espécies ativas de oxigénio e injuria celular devido a sua acao
antioxidativa (GRAF; EATON, 1990; PLAAMI, 1997). Estas observagdes sugerem que o
acido fitico, que nao apresenta potencial carcinogénico, pode ser utilizado como um
preservativo seguro em alimentos, substituindo os atualmente empregados que
representam potencial risco a saide (GRAF; EMPSON; EATON, 1987; MIDORIKAWA
etal., 2001).

O é4cido fitico influencia os niveis circulatorios de colesterol, exercendo um importante
papel no controle de hipercolesterolemia e arterosclerose. Altas concentragdes de acido
fitico na dieta podem ser utilizadas para tratar hipercalciuria e doengas relacionadas a falta
de oxigenagdo local do tecido como isquemia, anemia hemolitica, insuficiéncia pulmonar
e eritrocitose. Devido a inibicdo da o-amilase, a ingestdo de &cido fitico pode ser
interessante em casos de hiperlipidemia e diabetes. A ingestdo reduzida de é4cido fitico
pode também estar entre as causas para a incidéncia de calculo renal (GRAF; EATON,

1990; PLAAMI, 1997).
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3.2.2 Melhoramento de Materiais

O 4cido fitico possui propriedades anticorrosivas. Em virtude da capacidade de quelar
ferro, revestimentos de metais e ligas metalicas com 4cido fitico conferem a estes inibicao
a corrosdo, resisténcia a ranhuras no material, boa capacidade de solda e adesdo
melhorada de acabamentos organicos. Aditivos de tinta contendo 4cido fitico melhoram a
flexibilidade, adesao e resisténcia a corrosdo de filmes. Gesso contendo acido fitico

previne a corrosdo de molduras nas quais o gesso ¢ armazenado (GRAF; EATON, 1990).

3.3 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

3.3.1 Oxidagao Lipidica e Antioxidantes

A oxidagdo lipidica ¢ uma das reagdes importantes de deterioragdo de um alimento
com influéncia negativa sobre a sua conservacdo. O mecanismo da oxidagdo inicia-se com
uma causa externa como calor, luz ou presenga de uma substincia reativa. A molécula
lipidica ¢ ativada formando uma particula de alta energia, o radical livre, que pode reagir
com o oxigénio. Os radicais peroxidos formados podem transformar outra molécula do
lipideo em radical livre. A rea¢do ¢ seguida pela formagao de hidroperoxidos, que sdo
degradados e formam substancias volateis que alteram o sabor e a cor dos alimentos
(BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). Entre as substancia volateis majoritarias, 50 % sao
constituidas de aldeidos, 14 % de hidrocarbonetos e 14 % de alcoois (OETTERER;
REGITANO-d’-ARCE; SPOTO, 2006). A deterioragdo da qualidade organoléptica

causada pela oxidacdo ¢ freqiientemente acompanhada de perda de valor nutritivo e
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possivelmente da formagdo de compostos potencialmente toxicos (BARUFFALDI;
OLIVEIRA, 1998).

Oleos e gorduras possuem apenas alguns pontos reativos na molécula, com isso,
participam de reagdes menos variadas durante o processamento e armazenamento do que
os componentes hidrossoluveis. Os grupamentos éster, formados entre a carboxila do
acido graxo e a hidroxila do glicerol, pertencem a classe de relativa reatividade,
hidrolisando-se a acidos graxos livres na maioria das vezes. Outros sitios reativos da
molécula lipidica sdo as duplas ligagdes presentes nas cadeias carbOnicas, as quais sdo
sensiveis as reagdes de oxidagdo. Depois da deterioracdo microbiana, a oxidagdo ¢ a
segunda causa mais importante da deterioracao de alimentos.

A oxidagdo lipidica nos alimentos pode ocorrer por auto-oxidacdo, fotoxidagao,
termoxidagdo e oxidacdo enzimatica, sendo favorecida por varios fatores, entre eles, a
presenga de oxigénio, acidos graxos insaturados, temperatura, exposi¢do a luz, e presenca
de metais de dupla valéncia.

A auto-oxidagdo ocorre quando o oxigénio atmosférico ou dissolvido na amostra
encontra os segmentos mais reativos da molécula do triglicerideo, ou seja, uma dupla
ligagdo e o respectivo carbono a-metilénico. A auto-oxida¢do ¢ uma reagdo de radicais
livre em cadeia, que ocorre independentemente da concentracao lipidica da formulagdo. A
fotoxidagdo se diferencia da auto-oxidacdo pela presenca de moléculas de oxigénio
singlete, sendo muito mais veloz que a auto-oxidagdo. O oxigénio em seu estado basal,
triplete, ndo reage diretamente com moléculas que apresentam elétrons pareados, como
acidos graxos, devido a barreira de spins. A passagem do oxigénio do estado triplete para
singlete ¢ favorecida pelo ganho de energia de 92 kJ mol”, o que inicia a reagdo de
oxidacdo em cadeia na presenca de sensibilizadores, como clorofilas ou feofitinas nos

6leos, mioglobina nas carnes, ¢ compostos contendo grupos porfirina e riboflavina. O a-
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tocoferol e o B-caroteno sdo agentes supressores, ou seja, reagem mais rapidamente com o
oxigénio singlete que a molécula lipidica. O a-tocoferol ¢ altamente ativo, seja por
impedir a passagem do oxigénio ao estado singlete, seja por reagir com ele para formar
produtos estaveis, ou neutralizando-o de volta ao oxigénio triplete. J4 os carotenoides
agem inibitoriamente por um mecanismo de transferéncia de elétrons. A termoxidagao ¢
um mecanismo complexo de oxidagdo de lipideos, pois em altas temperaturas reagdes
oxidativas e termoliticas podem ocorrer simultanecamente. A oxidagdo enzimadtica mais
extensivamente estudada é aquela catalisada pela a¢do da lipoxigenase, proteina ligada a
um metal que tem um atomo de ferro em seu centro. Ela é ativada por seu produto e
durante a oxidagdo o Fe** passa a Fe** (OETTERER; REGITANO-d’-ARCE; SPOTO,

2006).

3.3.2 Antioxidantes e Metabolismo

A produgdo de radicais livres ocorre continuamente em todas as células como parte do
metabolismo normal. Todavia o excesso na produ¢do de radicais livres originados de
fontes endogenas ou exogenas pode estar relacionado com diversas doencas. Um radical
livrte pode ser definido como qualquer espécie molecular capaz de existir
independentemente e que contém um elétron desemparelhado em um orbital atdmico. Tais
radicais podem, ora doar um elétron, ora abstrair um elétron de outras moléculas,
comportando-se dessa forma como oxidantes ou redutores. Neste contexto, os metais de
transicdo, entre eles o ferro e o cobre, que apresentam valéncia variavel, desempenham
um importante papel na geracao dos radicais livres, participando de reacdes envolvendo a
transferéncia de um unico elétron. Devido a esta alta reatividade, os radicais apresentam

tempo de meia vida muito curtos. Os radicais livres mais comuns em estados de doenca
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sao aqueles derivados do oxigénio, particularmente o radical superdxido e hidroxil, este
ultimo sendo formado principalmente pela decomposicdo do radical superoxido e
peréxido de hidrogénio, catalisada por metais de transi¢do. A formagdo de radicais no
organismo ocorre por diversos mecanismos, envolvendo fatores enddégenos, como
vazamento mitocondrial, fungdo respiratéria, reacdes enzimaticas e reagdes de
autoxidagdo; e ambientais, como cigarros, poluentes atmosféricos, luz ultravioleta,
radiagdo ionizante e xenobidticos. Além do sistema de defesa natural do organismo contra
os radicais livres, que consiste, entre outros, das enzimas superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase, os antioxidantes da dieta encontrados
naturalmente nos alimentos representam importantes componentes de defesa para o
organismo. Um antioxidante pode ser definido como qualquer substincia que, quando
presente em baixas concentracdes comparadas aquelas do substrato oxidavel, diminui
significativamente ou inibe a oxidacao do substrato (YOUNG; WOODSIDE, 2001).
Antioxidantes de quebra de cadeia sdo moléculas pequenas que podem receber um
elétron ou doar um elétron para um radical, formando um bioproduto estavel, prevenindo
a propagacao da reacdo em cadeia. Entre estes antioxidantes, encontram-se as vitaminas A
e E, os carotenoides, flavonoides e ubiquinol-10, de fase lipidica, e vitamina C, acido
urico, albumina e proteinas ligadas a grupos ti6is, de fase aquosa (PETERSON, 2001;
YOUNG; WOODSIDE, 2001). Proteinas ligantes de metal de transi¢do, como ferritina,
transferrina, lactoferrina e ceruloplasmina, também agem como componente do sistema de
defesa antioxidante por seqliestrar ferro e cobre, impedindo que estes estejam disponiveis
para induzir a formagdo de radicais livres. A propriedade quelante do acido fitico pode
representar uma fun¢do antioxidante por inibir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio induzidas por metais de transi¢do. Os antioxidantes previnem o dano do tecido

induzido por radicais livres por prevenir a formagao destes, consumi-los ou promover a
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sua decomposicdo. O estresse oxidativo estd relacionado com diversos estados
patolégicos, como arterosclerose, condigdes inflamatdrias, certos tipos de cancer e o

processo de envelhecimento (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

3.3.3 Antioxidantes e Preservacdo de Alimentos

O uso de antioxidantes impede ou retarda a reagdao de oxidagdo pela remocdo ou
inativagdo dos radicais livres de acidos graxos ou de perdxidos, e por impedir a formacao
dos produtos responsaveis pela rancidez (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). Em
presenca de antioxidantes, a espécie oxidante reage com o antioxidante no lugar do
substrato, ou seja, o antioxidante reduz o oxidante. Desta forma, antioxidantes doadores
de elétrons podem ser descritos como redutores, e a inativacao de oxidantes por redutores
pode ser descrita como reagdes redox nas quais uma espécie reativa ¢ reduzida enquanto
outra ¢ oxidada (BENZIE; STRAIN, 1999). Segundo a ANVISA, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, (BRASIL, 1961), antioxidante ¢ a substancia que retarda o
aparecimento de altera¢do oxidativa no alimento.

Os antioxidantes permitidos ¢ mais comumente utilizados no Brasil sdo os acidos
ascorbico, citrico e fosforico, sulfitos, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), galatos, t-butil hidroquinonas (TBHQ) e tocoferdis. O BHA ¢ uma substincia
solida, cristalina, de cor branca e com odor aromatico. O BHA comercial é constituido dos
isdmeros 3- e 2-butil-hidroxianisol. E instavel a luz e estavel em valor de pH acima de 7,0.
Sua atividade aumenta até concentragdes de 0,02 % mantendo-se constante mesmo em
concentragdes mais elevadas. Amplamente usado em cereais matinais, granola, produtos
desidratados e outros com baixo teor de gordura, j& que o mesmo resiste a altas

temperaturas de cozimento e fritura. Segundo a ANVISA o BHA pode ser utilizado no
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limite maximo de 0,01 % nos seguintes alimentos: farinhas, leite de coco e similares,
6leos e gorduras, margarinas e produtos de cacau. O BHT ¢é um so6lido branco, cristalino e
de odor fendlico. Nas concentragcdes permitidas pela legislagdo ndo acarreta sabor
estranho, sendo que em concentracdes acima de 0,02 % o odor fenodlico € detectavel. E um
produto de baixo custo e que apresenta efeito sinérgico quando associado ao BHA
(BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998) e deve ser utilizado segundo as mesmas
regulamentagdes deste (BRASIL, 1961). Os antioxidantes sintéticos BHT e BHA podem
representar risco a saude, uma vez que sdo toxicos aos rins e figado e interferem na
reproducdo (CARVALHO, 2005), desta forma, a busca por antioxidantes mais naturais
tem estimulado pesquisas na area.

As propriedades antioxidantes do acido fitico fazem deste constituinte um eficiente
conservante natural de alimentos. O AF foi reconhecido em 1997 como GRAS (Generally
Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) (HIX; KLOPFENSTEIN;
WALKER, 1997 apud FILGUEIRAS, 2009) e foi revisado como antioxidante no Codex
Alimentarius com INS (System for Food Additives) nimero 391 (POKORNY;
YANISHLIEVA; GORDON, 2003 apud FILGUEIRAS, 2009). O AF tem sido usado
como um aditivo em produtos de panificacdo (HIX; KLOPFENSTEIN; WALKER, 1997
apud FILGUEIRAS, 2009), em alimentos como o6leos de soja, carne, frutos do mar
enlatados, caviar, frutas e vegetais frescos e agentes corantes em diversos paises. A adi¢ao
de 50 mmol L™ de 4cido fitico em cubos de batata crus retardou a descoloragdo, perda da
firmeza e preveniu o desenvolvimento de odores de putrefacdo. Resultados similares
foram obtidos com magas, abacates e bananas. Reacdes oxidativas catalisadas pelo ferro
freqlientemente envolvem ativacdo do oxigénio e subseqiliente reagdo com o ferro,
gerando espécies mais reativas, como o radical hidroxila, que apresenta efeito danoso. Um

estudo mostrou que a geracao de radicais hidroxil é completamente bloqueada pela adicao
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de quantidades micromolares de 4acido fitico, em virtude da formacao de um fitato
monoférrico que exclui d4gua. Da mesma maneira, a peroxidagdo do acido araquiddnico
também foi prevenida pela adigdo de acido fitico (GRAF; EMPSON; EATON, 1987).
Adigdo de acido fitico nas concentragdes de 10 a 50 nmol L™ reduziu progressivamente a
formagao de radicais hidroxil gerados por xantina oxidase, sendo que a ICsy para o acido
fitico ¢ de 17 nmol L™ e que concentragdes superiores a 50 nmol L™ ndo apresentaram
efeito inibitério adicional (RAO et al., 1991). O acido fitico tem fung¢des antioxidantes em
virtude da formagao de um quelato unico com ferro, em razoes fitato:ferro de 1:4 a 20:1,
inibindo a geracdo de radicais hidroxila e atuando como um potente antioxidante na
preservagdo de sementes, o que pode explicar a resisténcia de acidos graxos insaturados
de sementes de soja ao estresse oxidativo. Este efeito € devido a ocupacdo dos seis sitios
de coordenagdo do ferro, resultando em quelatos ferro-fitato soluveis e suprimindo as
reacOes oxidativas catalisadas por este metal (GRAF; EMPSON; EATON, 1987; GRAF;
EATON, 1990). Quirrenbach et al. (2009) constatou em seu estudo que o acido fitico
interage fortemente com os ions metalicos Fe(Il) e Fe(Ill) tanto em solu¢do quanto no
estado solido, o que pode prevenir processos oxidativos catalisados pelo ferro, visto que o
acido fitico atua como um antioxidante natural.

Leal (2000) utilizou o acido fitico obtido do germe grosso de milho (GGM) como
antioxidante em coxa com sobrecoxa de frango. Determinou o teor de substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS) formadas durante a oxidagdo a 6 £ 1 °C por quatro dias
com iluminagdo fluorescente e observou que a amostra com adi¢cdo de 4,0 mmol L' de
acido fitico obtido do GGM e pH 4,0 produziu 267, 88 ng de TBARS/kg, o que representa
38,40 % de inibi¢do da oxidacao lipidica comparado com a amostra controle, sem adi¢ao
de antioxidante, que produziu 434,87 ug de TBARS/kg. Além disso, o resultado obtido

com o acido fitico do GGM nao diferiu significativamente da amostra padrdo de acido
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fitico (fitato de dodecassodio) que produziu 260,92 ng de TBARS/kg, o que representa 40
% de inibi¢do. Filgueiras et al. (2009) avaliaram o potencial antioxidante do acido fitico
de germe de milho por meio dos ensaios de deoxirribose e batofenantrolina, que avaliam a
atividade de seqliestro de radicais livres e a quelacdo de metais, respectivamente. A
atividade de sequestro do radical hidroxil foi dependente da concentragao de acido fitico e
a atividade quelante para o Fe™ aumentou com elevagio da concentragio do 4cido fitico e
com o tempo de contato com o Fe™.

Lee e Hendricks (1995) avaliaram o efeito inibitério do acido fitico em carnes
homogeneizadas com diversos tampdes. Em todos os casos, a utilizagio de 2,0 mmol L™
de 4cido fitico inibiu a formacdo de TBARS. A peroxidacdo lipidica também foi reduzida
de forma dose-dependente, alcancando 86,9 % pela adi¢do de acido fitico 20 mmol L'l, 0
que pode ter ocorrido devido ao 4cido fitico manter o ferro no estado férrico e formar com
este um quelato, que inibe a iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica. A acdo
antioxidante do 4cido fitico foi comparada com aquelas dos antioxidantes acido ascorbico,
BHT e EDTA, todos na concentra¢do de 2 mmol L. O 4cido fitico inibiu a formacdo de
TBARS em 73,7 %, enquanto que acido ascorbico, BHT e EDTA inibiram em 50,2, 59,2
e 66,3 %, respectivamente. Este estudo mostrou ainda que a ag¢do antioxidante do acido
fitico ¢ dependente do pH, aumentando com o aumento do pH, alcancando 75,9 % a pH
7,0 e 79,4 % de inibigdo da peroxidagao lipidica a pH 8,0.

Além do germe de milho, a aveia (Avena sativa L.) ¢ uma fonte de muitos compostos
que exibem atividade antioxidante. Dentre estes compostos encontram-se a vitamina E, os
compostos fenolicos e o dacido fitico, concentrados nas camadas internas do cerne

(PETERSON, 2001).
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3.3.4 Mc¢étodos para Determinagdo da Capacidade Antioxidante

Os métodos mais largamente utilizados para a medida da capacidade antioxidante total
sdo colorimétricos, fluorescentes e quimioluminescentes. Na maioria dos casos, ¢
conveniente utilizar métodos diferentes para avaliar a atividade antioxidante de uma
substancia para que a confiabilidade dos dados esteja assegurada.

O método de FRAP (ferric reducing ability of plasma) ¢ um dos métodos
colorimétricos bastante utilizado para medida da atividade antioxidante. Neste método, o
complexo sem cor Fe*'-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazeno) ¢ reduzido a um
complexo azul Fe’-TPTZ pela acdo de antioxidantes, agentes redutores doadores de
elétrons, com aumento na absorbancia em 593 nm. O desenvolvimento de coloragao
comprova que um redutor, um antioxidante, estd presente e que a reacdo de oxi-reducao
esta ocorrendo. No ensaio de FRAP um excesso de Fe*" ¢ usado, e a formacdo de cor esta
relacionada a capacidade redutora da amostra testada. Os valores de FRAP sdo obtidos
pela comparacdo da mudanca de absorbancia da amostra com solu¢des contendo ions
ferrosos em concentragdo conhecida (BENZIE; STRAIN, 1996; BENZIE; STRAIN,
1999). O método de FRAP foi adotado por diversos autores para avaliar a capacidade
antioxidante de diferentes amostras (TSAI et al., 2002; TSAI; HUANG, 2004; AHN et al.,
2004; EREL, 2004, deGRAFT-JOHNSON et al., 2007).

Os ensaios de radical DPPH sdo baseados na transferéncia de elétrons de uma
molécula doadora ao referido radical. O radical livre estavel o,o-difenil-B-picrilhidrazil
ou 2,2-difenil-1-picrilhidrazil ¢é geralmente utilizado em laboratorios nos quais
experimentos de ressonancia de spin de elétron sdo realizados, devido ao paramagnetismo
conferido pelos elétrons desemparelhados. Este radical pode aceitar um elétron ou radical

hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, diamagnética, e ¢ dificilmente oxidado.
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Devido ao seu elétron desemparelhado, o DPPH mostra uma forte banda de absorcao em
517 nm em etanol e suas solu¢des apresentam coloragdo violeta intenso. Com o
emparelhamento dos elétrons, a absor¢do desaparece ¢ a descoloragdo resultante ¢
estequiométrica com o respectivo numero de elétrons recebidos. A absor¢cao do DPPH ¢
relativamente estavel com respeito as mudancas de pH, exceto para solugdes altamente
alcalinas. Na faixa de pH de 5,0-6,5 a absor¢do em 517 nm ¢ independente do pH
(BLOIS, 1958). Com relagdo a temperatura, o ensaio também apresenta facilidade e
seguranga, pois ocorre a temperatura ambiente, evitando desta forma a degradagao térmica
das substancias (PETERSON, 2001). A capacidade de sequestrar radicais DPPH livres ¢
uma metodologia simples, rapida e sensivel (ROESLER et al., 2007). Embora ndo tenha
potencial redox suficientemente alto para oxidar glucose, purinas, pirimidinas ou
compostos aromaticos com apenas um grupo hidroxila, o radical DPPH oxida compostos
como cisteina, glutationa, acido ascérbico, tocoferol, compostos polihidroxiaromaticos e
aminas aromaticas (BLOIS, 1958).

Adicionando hidrazina (DPPHH), a forma reduzida do radical DPPH, ao fim da reagao
entre BHT ¢ DPPH, Bondet, Brand-Williams e Berset (1997) verificaram que a rea¢ao do
BHT ¢ completa, pois ndo houve aumento na porcentagem de DPPH remanescente no
estado estaciondrio. O estudo mostrou que o BHT ¢ um antioxidante eficiente, pois uma
molécula é capaz de reduzir aproximadamente 3 (2,8) moléculas de DPPH, apesar de a
reacdo ser muito lenta e alcangar o estado estacionario ap6s 5 horas. Ainda, o baixo valor
de energia de ativacdo (35 kJ mol™) da reacdo entre BHT ¢ DPPH mostra que a reagio
antiradicalar é termodinamicamente favorecida.

As metodologias descritas na literatura para determinar o nivel antioxidante no plasma
ndo realizam tais determinagdes em condi¢des fisiologicas. Este também € o caso para o

ensaio de FRAP, o qual ¢ realizado em pH baixo (pH = 3,6), diferente do valor encontrado
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em fluidos bioldgicos. Todavia este método apresenta a vantagem de determinar a
atividade antioxidante no plasma integral, ndo depende de métodos enzimaticos ou nao
enzimaticos para gerar radicais livres iniciadores de cadeia, e ndo ha necessidade de isolar
fragdes do plasma para analise. Metodologicamente, o método de FRAP apresenta
vantagens sobre outras metodologias comumente utilizadas e os resultados obtidos sdo
comparaveis (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000).

Os polifendis apresentam atividade antioxidante porque além de quelar ions metalicos,
agem como doadores de elétrons (BENZIE; SZETO, 1999). De maneira geral, existe uma
correlacdo positiva entre o conteudo fendlico e a atividade antioxidante, porém, esta
correlacdo muitas vezes € contraditoria. Enquanto alguns autores (XI; SHOUQIN, 2007;
BENZIE; SZETO, 1999; ZARDO et al., 2009; ROESLER et al., 2007; BERTONCELJ et
al., 2007; BERETTA et al., 2005) observaram uma alta correlagdo, Nsimba, Kikuzaki e
Konishi (2008) encontraram a menor atividade sequestrante de radicais DPPH (59,2 %)
para um tipo de C. quinoa que apresentou o maior contetido fenodlico (148,0 mg g™ TAE).
Todavia, o ensaio de FRAP mostrou a maior atividade antioxidante (8,2 mmol L) para a
mesma amostra. Segundo Roesler et al. (2007), a correlagdo entre o conteudo fenolico e a
capacidade antioxidante pode depender do método escolhido e também das caracteristicas
hidrofobicas ou hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes testados. Segundo
Nsimba, Kikuzaki e Konishi (2008), os baixos valores de correlagdo entre o total fendlico
e a atividade antioxidante sugerem que os principais compostos antioxidantes dos
sistemas de Chenopodium quinoa e Amaranthus spp. estudados podem ser nao-fenoélicos,
como acido ascorbico e acido fitico (compostos soliveis em agua), tocoferois, esterdis e
carotendides (compostos lipofilicos) e saponinas (soluvel em butanol). Desta forma, ¢
importante que os resultados de ensaios antioxidantes determinados a partir de diferentes

métodos sejam interpretados com cautela (NSIMBA; KIKUZAKI; KONISHI, 2008).
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Ahn et al. (2003) investigaram o efeito da irradiagdo gama sobre a atividade
antioxidante do dacido fitico. O estudo mostrou que a habilidade do &cido fitico de
consumir o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil foi significativamente aumentada
pela irradia¢do e positivamente correlacionada com a dose da mesma, enquanto que uma
solugdo de acido fitico ndo irradiada ndo apresentou atividade consumidora de radicais,
independente da concentragdo empregada de acido fitico. A capacidade consumidora
maxima foi observada em amostras irradiadas a 20 kGy na concentragio de 400 ug mL™.
Em modelos lipidicos, todas as concentracdes testadas de 4cido fitico apresentaram
atividade antioxidante apds armazenamento por duas semanas a 37 °C, porém, as
concentragdes de 100 e 200 pg mL™' foram as mais eficientes.

Um estudo comparativo foi realizado por Ahn et al. (2004) para avaliar a atividade
antioxidante do 4cido fitico irradiado e de antioxidantes comumente utilizados na industria
de alimentos, como acido ascérbico, tocoferol e BHA. O acido fitico 800 pmol L!
irradiado a 20 kGy mostrou capacidade consumidora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) maior do que do 4cido ascorbico, enquanto que o acido fitico ndo irradiado
ndo apresentou atividade consumidora de radicais DPPH a qualquer concentragdo.
Antioxidantes artificiais como BHA e BHT apresentam atividade antioxidante efetiva em
baixas concentragdes, porém a toxicidade destes compostos deve ser considerada. O poder
antioxidante do acido fitico, avaliado pelo ensaio de FRAP, também foi aumentado pela
irradiagdo, porém foi inferior aos valores de FRAP para 4cido ascorbico, tocoferol e BHA.
Aplicando-se os diferentes antioxidantes em modelos lipidicos de o6leos de soja
emulsificados, o acido fitico irradiado a 20 kGy e na concentragio de 800 pmol L

mostrou a melhor capacidade antioxidante durante o armazenamento por 3 semanas.
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3.4 PROPRIEDADES ACIDO-BASICAS

3.4.1 Tonizagdo do Acido Fitico

O equilibrio 4cido-base afeta fendmenos como solubilidade e interagdes com ions e
ligantes. Os processos de protonacdo/deprotonagdo do acido fitico ocorrem sobre uma
larga faixa de pH e os diferentes meios id6nicos afetam o comportamento geral acido-base.
Todavia, a natureza anionica do eletrdlito suporte ndo influencia acentuadamente nos
valores das constantes de protonag¢do do 4cido fitico. Em meio de metal alcalino, um
efeito peculiar ocorre entre as estabilidades das trés primeiras espécies protonadas.
Segundo Crea et al. (2008), quando a forca i6nica do meio reacional consistir em LiCl,
uma tendéncia normal ¢ observada (log K;>log K,>log K3). J& em NaCl (log K,>log
K;>log K3), e em KCl e CsCl (log K;>log K;>log K,) alteracdes sdo observadas.

Bebot-Brigaud et al. (1999), realizaram estudos de *'P NMR, potenciométricos e
espectrofotométricos e determinaram oito constantes de acidez para o acido fitico a 20 °C
e em 0,17 mol L' de Et4NCIO4. Os primeiros seis valores de pKa foram relativamente
baixos e correspondem a dissociagdo do primeiro proton de cada grupo fosfato. A
dissociacdo dos protons remanescentes ocorre em pH mais elevado, sendo mais dificil
especialmente para os quatro ultimos protons. Em torno de pH 2,0; cerca de quatro
prétons sdo ionizados, sendo que neste valor de pH, diversos equilibrios ocorrem, porém,
representam apenas uma singela influéncia nos valores de pH. A curva de titulacio
apresenta dois platds, em pH 4,5 e 8,5-9,0, o que corresponde a uma estabilidade relativa
de HgL e H4L, respectivamente. Ao final da titulagdo, trés protons permanecem ligados ao

acido fitico, correspondendo aos elevados valores das trés tltimas constantes de acidez.
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As constantes de protonagdao do acido fitico em iodeto de tetraetilamonio, um meio
considerado inerte, e em NaCl, o sal inorganico mais importante em fluidos naturais foram
determinadas por De Stefano, Milea e Sammartano (2003). A protonagdo do acido fitico
mostrou depender fortemente do meio e forca idnica. As constantes de protonacao obtidas
em NaCl foram consideravelmente menores do que as correspondentes em iodeto de
tetractilamonio, provavelmente devido as fortes interagdes entre o acido fitico e os cations
sodio.

Considerando apenas os sete primeiros passos de protonagdo, devido aos cinco protons
remanescentes do 4cido fitico serem considerados como fortemente acidicos (log Ki'' <
1,8 <1 < 12), De Stefano, Milea ¢ Sammartano (2004) determinaram os valores de
entalpia e entropia de protonag¢do do acido fitico em meio aquoso, a diferentes forcas
ionicas de cloreto de sodio, e a temperatura de 25 °C. Este estudo revelou que as entalpias
de protonagdo aumentam com o aumento da protonagdo e que as TAS do sistema sdo
maiores do que as correspondentes AH, o que ¢ tipico para ligantes fosfato. Para a 7¢
protonagio, os valores de AH e TAS obtidos foram 4,2 ¢ 19 KJ mol”', respectivamente.

Utilizando-se da técnica potenciométrica, Carli (2005) determinou oito constantes de
protonagdo para o acido fitico padrao na forma de sal de dipotassio, a temperatura de 36
°C, forga ibnica a 0,100 mol L' de KCl e atmosfera inerte de argdnio. As deprotonacdes
ocorreram na regido de pH 2 a4 e de 6 a 11. A primeira protonacao apresentou valor de
Log k 10,81. Este valor elevado refere-se ao oitavo hidrogénio ionizavel e deve-se a alta
densidade de carga negativa sobre a estrutura do acido fitico. Em pH 11,9, o &cido fitico

encontrou-se totalmente deprotonado, com maximo de formacao de 97,5 %.
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3.4.2 Formagao de Compostos de Coordenagao

Alguns complexos metal-fitato sdo conhecidos por serem altamente insoliveis em uma
larga faixa de pH. No intestino delgado, diversos componentes presentes nos alimentos
formam complexos soltiveis ou insolliveis com minerais e elementos traco. Componentes
como 4cido citrico, acido ascorbico, lactose e alguns aminodcidos apresentam um efeito
benéfico na bioeficiéncia de elementos traco, enquanto 4cido fitico e compostos fenolicos
podem representar um efeito negativo na absor¢ao de minerais (PLAAMI, 1997).

O 4cido fitico forma complexos soliiveis com Ca®" a baixos valores de pH (CREA et
al. 2008). Ingestao elevada de fibras na dieta (40-50 g/dia) diminuem a absor¢do de
magnésio devido a acdo quelante do acido fitico associado com a fibra. Todavia, o
consumo de produtos ricos em acido fitico e celulose aumentam a ingestdo de magnésio, o
que compensa a diminui¢do na absorcdo. Porém, os efeitos dos componentes da dieta,
como o acido fitico, sobre a absor¢cdo do magnésio sdo importantes apenas quando a
ingestdo de magnésio ¢ baixa (WHO a, 2004). O hexafosfato de inositol ¢ um dos fatores
determinantes na absor¢ao e utilizacdo do zinco da dieta. A razao molar entre fitato e
zinco em refei¢des € um indicador util do efeito do acido fitico na diminuicao da absorcao
do zinco. A razdes molares acima da faixa de 6-10, a absor¢do do zinco comeca a
diminuir, a razdes acima de 15, a absorcdo ¢ tipicamente menor do que 15 %. Todavia, o
efeito do fitato ¢ modificado pela fonte e quantidade de proteinas consumidas na dieta.
Proteinas animais melhoram a absor¢do de zinco a partir de uma dieta contendo fitato
(WHO b, 2004). O acido fitico também inibe fortemente a absor¢do do ferro de forma
dose dependente, e até mesmo pequenas quantidades apresentam um efeito pronunciado.
Porém, a ingestdo de 4cido ascorbico na dieta pode contrapor esta inibicdo (WHO c,

2004).
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Apesar de a mucosa intestinal apresentar alguma atividade de fitase, a maioria do
acido fitico ingerido passa pelo trato gastrointestinal intacto (GRAF; EATON, 1990;
PLAAMI, 1997).

Champagne e Hinojosa (1987) estudaram as interagdes do acido fitico com os ions
Cu(II) e Zn(II) em fungdo da concentragdo de ion metalico e pH. As estabilidades relativas
dos fitatos de cobre e zinco foram semelhantes e elevadas a valores de pH baixos. A
ligacdo de ions Cu(Il) a molécula de acido fitico parece ocorrer a baixos valores de pH
(2,4-3,4). O Zn(Il) forma complexos com &cido fitico que sdo mais estaveis do que
aqueles com o ion Cu(Il). Todavia, a molécula de acido fitico acomodou o ion Cu(Il) mais
prontamente do que o ion Zn(II), sendo que em iguais quantidades de ions Cu(Il) e Zn(II),
2 ions Zn(Il) e 2, 3, 4 ou 4,5 ions Cu(Il) foram encontrados por molécula do acido fitico.

Utilizando-se de técnica potenciométrica Persson et al. (1998) estudaram a interagdo
entre os ions metalicos Cu2+, Zn* e Cd*' e fracdes isoladas de fosfatos de inositol com 6,
5, 4 ¢ 3 grupos fosfatos (IP6-IP3). O estudo foi realizado na faixa de pH 3-7, que
corresponde a parte superior do duodeno, onde ocorre a absor¢do mineral. As fragdes de
fosfato de inositol estudadas apresentaram uma pronunciada capacidade quelante entre pH
5,0 e 7,0. A forca de interagdo dos complexos formados apresentou a ordem
Cu®™>Zn*">Cd*" para todos os fosfatos de inositol, sendo que a capacidade quelante de
ions metalicos esta relacionada com o numero de grupos fosfato na molécula. A formacao
dos complexos de IP4 e IP3 iniciou a valores elevados de pH, indicando a formagdo de
complexos fracos, sendo também mais soluveis que os complexos de IP6 ¢ IP5. O ion
Zn*" se liga preferencialmente ao acido fitico 5ax/leq, presente em menor quantidade no
equilibrio, enquanto que Cu”" se liga preferencialmente ao 4cido fitico 5eq/lax, o que
pode explicar a leve precipitacdo observada para o complexo zinco-fitato. Para IP6 e IP5 a

formagao de complexos iniciou em torno de pH 3,5 e para fosfatos de inositol inferiores
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em torno de 4,0; e, para IP6, a diferenca de estabilidade entre complexos de Cu e Zn foi
pequena.

A fim de estudar as propriedades de complexacdo do acido fitico frente aos ions
metélicos Co*", Ni*", Cu**, Zn*" e Cd*", Bebot-Brigaud et al. (1999), realizaram estudos
de *'P NMR, potenciométricos e espectrofotométricos. Titulagdes potenciométricas de
solucdes com concentracdo de metal variando de 4,0 x 10% 22,8 x 10° mol L' e razdes
ligante para metal variando de 1 a 6,7 foram realizadas para determinar as constantes de
formagao dos complexos. As curvas obtidas para o ligante com e¢ sem ion metalico se
separam em torno de pH 4,0, apds a neutralizagcdo de um proton por sitio fosfato. O platod
proximo a pH 8,5-9 é também observado na presenga de Zn®'. Os autores ainda
observaram, a partir das curvas de distribui¢do das espécies, que os ions metalicos
permaneceram livres em solugdo até pH 8,0.

A técnica de titulagdo potenciométrica foi utilizada para determinar as constantes de
complexagdo em condigdes proximas as fisiologicas dos complexos acido fitico e Mn(Il),
acido fitico e Co(II) (CARLI; 2005) e acido fitico e Ni(Il) (DE CARLI et al.; 2006).
Foram obtidas nove constantes de estabilidade para o complexo acido fitico e Mn(II), oito
para o complexo acido fitico e Co(II) (CARLI; 2005) e sete para o complexo acido fitico e
Ni(II) (DE CARLI et al.; 2006). As reagdes de protonagdo e formacgao ocorrem na faixa de
pH de 2,0 a 11,0, sendo que em pH 12 o ligante encontra-se totalmente deprotonado. Os
complexos também foram submetidos a andlise térmica, onde evidenciaram-se a
estabilidade dos mesmos. As perdas de massa ocorreram em trés etapas principais € em
temperaturas similares ao acido fitico padrdo na forma de sal de dipotassio (CARLI;
2005).

Torres et al. (2008) descreveram as interacdes do acido fitico com os ions metélicos

Li", Na", K, Mg, Ca®", Sr*" ¢ Ba*" em um meio inerte de NMe4C1 0,15 mol L™ a 37 °C.
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A interacdo dependeu fortemente da carga do cation, mas apenas fracamente do raio
i6nico dentro de cada série. Enquanto os ions monovalentes interagem muito fracamente
sempre a pH alto, os cations divalentes sdo ligados pelo acido fitico em uma extensdo
consideravel a pH neutro e quase completamente a pH alto. A valores de pH fisiologico,
todos os ions de metais alcalino terrosos apresentaram interagdo consideravel com o acido
fitico seguindo a ordem Mg ~ Ba > Sr > Ca.

Utilizando-se de titulagdo potenciométrica, Quirrenbach et al. (2009) determinaram
as constantes de formacao dos complexos de acido fitico com os ions metalicos Fe(Il) e
Fe(Ill) em condigdes proximas as fisioldgicas. Dez hidrogénios ionizaveis foram
detectados na regido de pH de 2,0 a 11,0. Sete constantes de formacao do complexo acido
fitico-Fe(II) foram determinadas, correspondente a formagao de sete espécies diferentes na
regidio de pH 2,0 a 12,0. A constante de formagio para a espécie [MHL]’ apresentou log
K=16,06, atingindo um maximo de formacdo de 98,7 % em pH 11,9, indicando uma
elevada interagdo entre o ligante monoprotonado e o metal. Para o sistema acido fitico-
Fe(IlI), obtiveram-se sete constantes de formacdo, correspondente a formacgdo de sete
espécies na regido de pH de 2,5 a 12,0, sendo que a constante de formagao para a espécie
[ML]” apresentou log K=18,87, atingindo um méximo de formacio de 48 % em pH 9,8.

Estudos mostram que a medida que o ligante torna-se mais protonado, as constantes
de estabilidade decrescem, sugerindo que quanto mais deprotonado estiver o acido fitico,
mais fortemente interage com o ion metalico (CARLI, 2005; DE CARLI et al., 2006;
QUIRRENBACH, 2007, QUIRRENBACH et al., 2009).

A fim de caracterizar ¢ acompanhar a for