Avaliacdo de Metodologias para Analise de Acido Réo em Milho

Valéria A. V. QueiroZ, Paulo Evaristo O. Guimardeg&stefania O. GuedesPaulo Eduardo A.
Ribeird® e Luciano R. Queirdz

'pesquisador, Embrapa Milho e Sorgaleria@cnpms.embrapa; @varisto@cnpms.embrapa.br
Bolsista PBIC/CNPq, estefania.guedes@yaho@nalista, Embrapa Milho e Sorgo,
pauloedu@cnpms.embrapa tBolsista pés-doutorado CNPg/UFNodqueiroz@yahoo.com.br

Palavras-chaveZea mays, razao molar fitato:Fe, razdo molar fitato:Zn

Estudos sobre a biodisponibilidade de nutrientesdémostrado que os teores
de minerais nos alimentos ndo podem ser consideradtadamente e que o aumento da
concentracdo dos mesmos na matriz alimentar nempreesignifica aumento da utilizacéo pelo
organismo. Tanto fatores intrinsecos (fisiologicogianto extrinsecos (dietéticos), podem
interferir na absorgéo, no transporte, na utilivagdnho armazenamento desses nutrientes, com
subsequente aumento da suscetibilidade a defieiéncia toxidez (Bremner e Beattie, 1995).
Pesquisadores tém demonstrado o efeito de frussagarideos, de alguns aminoéacidos, do acido
ascorbico e dd3-caroteno, no aumento da biodisponibilidade mindétaipez et al., 2000;
Davidsson et al., 2004; Brigide e Canniatti-Braz&€06; Vitali et al., 2007). Em contrapartida,
o acido fitico, o acido oxalico e os taninos s dos fatores dietéticos considerados como
inibidores da absorcdo intestinal de minerais, rédens quais, o acido fitico tem papel de
destaque. A andlise dessas substancias tém sidmatavaliacdo da biodisponibilidade de Fe e
Zn em alimentos e dietas (Brigide e Canniatti-Bcaz&2006). Estes fatores sdo relevantes para
populacdes dos paises subdesenvolvidos, em degeneoto, e vegetarianos de maneira geral,
gue possuem como base alimentar os cereais e @mifegas, que sdo alimentos ricos nas
substancias antinutricionais supracitadas (Wyatiana-Tejas, 1994).

Segundo Hambidge et al. (2003), para manter a hstam® do zinco em
populacdes consumidoras de dietas baseadas em mitkood and Nutrition Board” de 2001,
estimou um requerimento meédio diario desse minsgeda de 40% maior que 0 recentemente
calculado para criancas norte americanas de me&da.iEste fato foi atribuido, principalmente,
ao elevado teor de fitato contido neste alimentmkKar e Pushpanjali (1994) verificaram que o
consumo de alimentos com altos niveis de AF, né&Jjreta 2 a 3 vezes maior que na Europa.
Lénnerdal (2002) cita diversos trabalhos desde H&32002 que mostram o efeito negativo de
fitatos na absorcdo de Zn, acarretando deficiénuidggcionais tanto em animais quanto em
humanos. Desta forma, a razdo molar acido fitide)fAineral tem sido usualmente empregada
como método para estimar a biodisponibilidade rdimerais nos alimentos e dietas (Lestienne et
al., 2005; Lazzari, 2006).

O &acido fitico é a principal forma de armazenameletdosforo inorganico nas
sementes dos cereais e das leguminosa (Zhou e Erd®25). Em sementes de milho maduro
constitui cerca de 75% a 80% do P total sendo caie de 90% concentra-se no germe, com
residuos na camada de aleurona, mas, variacOestgtinas significantes tém sido observadas



entre gendotipos, linhagens e cultivares de vasgscies (Raboy et al., 2000). Por ndo haver
atividade suficiente de fosfatases (fitases) capateeliberar o grupo fosfato da estrutura dos
fitatos, esta forma de P permanece nédo disponigelalmentacdo do homem e animais

monogastricos (Walsh et al., 1994).

Véarios métodos convencionais tém sido utilizadas paalise de AF, sendo a
maioria deles derivados do procedimento de Heubi&tandler (1914), citado por Dominguez et
al., 2002. Esses métodos sao baseados na pre@gpdagon férrico com fitato em solucéo acida
diluida e andlise do fosforo ou do ferro no preaie ou no sobrenadante (Thompson e Erdman,
1982, Haug e Lantzsch, 1983). Nos casos em querdificacdo de AF é realizada por meio do
Fe, a concentracdo de P fitico € calculada usan@orazao tedrica Fe:P de 4:6. O célculo do
teor de AF é feito considerando o valor tedrico28¢2% de P na molécula de AF, uma vez
obtido o valor do P fitico. Existem métodos indiseem que os teores de P ou de Fe residual séo
guantificados no sobrenadante, e o AF é calculaddiferenca (Dominguez et al., 2002).

Uma das limitagBes surgidas para tais procedimegtes de que outros
inositois-fosfatos e pequenas quantidades de éna@o séo precipitados juntamente com o
inositol hexafosfato (AF). O método oficial da AOA(iliza uma coluna com resina de troca
ibnica na qual o AF é eluido da coluna separadand demais inositois fosfato e P inorgéanico
e quantificado por meio do fosfato liberado apdirdiise acida das fracdes fitato (Harland e
Oberleas, 1986). No entanto, em grdos de milhopnécessados, onde ha cerca de 95% de
prevaléncia de inositol hexafosfato (InsP6), osoa@ convencionais de analise de AF sao
validos e bastante Uteis devido a simplicidade irobeusto. Além disso, os mono (InsP), di
(InsP2) e trifosfatos (InsP3) sdo bastante sollegi®r isto ndo se precipitam em quantidades
significantes. Porém, em alimentos processadoscquierem também quantidades apreciaveis
de isbmeros desfosforilados do AF como InsP5, IrsR#P3 e possivelmente InsP2 e InsP, o
uso de métodos de precipitacdo sao desaconsellihdlppy et al., 1988) .

Métodos mais precisos para analise de acido fifczoCromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC) e por EspectroscopiaRéssonancia Magnética Nuclear (RMN) tém
sido desenvolvidos, mais recentemente (Domingueal.et2002). Entretanto, tais métodos
exigem equipamentos mais sofisticados, de altmctmtnando a analise mais onerosa, além de
serem mais trabalhosos e por isto despenderemengi®.

A Embrapa milho e Sorgo vem trabalhando na seldedgendétipos de milho
com maiores concentracfes de Fe e Zn, no entabtodsponibilidade desses materiais é ainda
desconhecida pela inexisténcia de metodologia imgréada para tal. Dessa forma, 0 objetivo
desse trabalho foi selecionar uma metodologia paédise de acido fitico na Embrapa Milho e
Sorgo, entre trés metodologias testadas.

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de GraomAzenados da Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG. O experimentorfontado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 4 (genoétippgtodo de analise) com trés repeticoes.

Para a determinacdo da concentracéo de acidoffitiam testados e avaliados
trés métodos: (1) método baseado na analise daréoifico presente no precipitado apos reacao
do fitato com cloreto férrico (Thompson e Erdmaf82), (2) método baseado na analise da
diferenca do fosforo inorganico presente no solut@nie apds precipitacdo do acido fitico com
cloreto férrico (Thompson e Erdman, 1982), (3) métbaseado na analise indireta do fésforo
fitico apOs reacédo de cor do Fe contido no sobastacdcom o reagente 2,2’-bipiridina (Haug e
Lantzsch,1983). Os teores de acido fitico foramisa@os em amostras provenientes de cinco



genotipos de milho selecionadas ao acaso, emdpetigdes, com analises em duplicata. Para
fins de selecéo e validacdo da metodologia a s&epormente utilizada, nas 30 linhagens de
milho com maiores teores de Fe e Zn, foi realizadaEmbrapa Agroindustria de Alimentos,
analise dos teores de acido fitico por meio do dwétficial da AOAC (2000). Para todos os
meétodos testados (inclusive o testemunha/AOAC) nfonatilizadas aliquotas dos mesmos
gendtipos. O método selecionado foi validado, gindaando-se em conta o parametro de
repetitividade determinada pelos coeficientes degao apresentados pelas replicatas de cada
amostra.

Para as analises estatisticas foi utilizado dealeedo inteiramente
casualizado (DIC) em arranjo fatorial (5 linhagates milho x 4 métodos de andlise) com 3
repeticbes. Os dados foram avaliados por analisedancia (ANOVA). Para comparacdo dos
métodos, as médias foram testadas por meio dodesEunnett (p<0,05), tendo o método da
AOAC como referéncia.

Verificou-se que a interacdo gendtipo vs metoda®doi ndo significativa,
indicando que houve concordancia no ordenamentpode&cdo dos gendtipos em funcédo da
metodologia (Tabela 1). Os resultado dos teoresaaldo fitico (%) por meio das quatro
metodologias utilizadas encontram-se na Tabelae2addrdo com o teste de Dunnett, os teores
de &cido fitico (%) obtidos por meio, tanto da rdetogia que utiliza o reagente Bipiridina
(Haug e Lantzsch,1983), quanto daquela que utilizabrenadante na metodologia proposta por
Thompson e Erdman (1982) nao diferiram estatistecaen daqueles obtidos pela metodologia
descrita pela AOAC em ensaio realizado na Embrag@iAddstria de Alimentos. No entanto,
observou-se que a metodologia de Haug e Lantz€88)foi também mais simples, de mais
fa’cil operacédo e utilizou menor quantidade de @&mos de reagentes que as demais. Sendo
assim, optou-se por utilizar essa técnica parasandé acido fitico na Embrapa Milho e Sorgo.

Tabela 1- ANOVA dos teores de acido fitico (%) em cinco @ggmos de milho
determinada por meio de quatro métodos distintos

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F P
Blocos 1 0,00461 0,00461

Genotipos 4 0,21328 0,05332 37,52* 0,0
Métodos 3 0,72851 0,24284 170,88* 0,0
Gen x Met 12 0,01491 0,00124 0,8740 100,0
residuo 19 0,027 0,00142

Total 39 0,9883

Média 0,737905

CV (%) 5,11

*Significativos ao nivel de 5% de probabilidade.



Tabela 2-

Percentagem de acido fitico em cinco genotipasitteo determinada por meio de

guatro métodos distintos

METODO
GENOTIPO 1 2 3 4
% acido fitico
Média *DP Média  *DP Média *DP Média  *DP

BRS 1030 0,832 0,025 0,900 0,005 0,532 0,096 0,830 0,010
AL 34 0,697 0,004 0,806 0,002 0,478 0,090 0,697 0,018
BR 473 0,933 0,020 0,958 0,006 0,619 0,049 0,935 0,033
BRS 3003 0,752 0,014 0,757 0,004 0,497 0,084 0,769 0,011
BRS 2020 0,763 0,030 0,807 0,006 0,518 0,033 0,794 0,019
Média 0,795 a 0,845 a 0,529 b 0,805 a

(1) Método proposto por Haug e Lantzsch (1983), €2)3) Métodos da analise do P no
sobrenadante e no precipitado, respectivamentepsamplopostos por Thompson e Erdman
(1982), (4) AOAC: Método testemunha oficializaddapAOAC (AOAC, 2000). *DP = desvio

padrdo da médiaviédias seguidas da mesma letra na linha ndo difdeetastemunha, pelo teste
de Dunnett ao nivel de 1% de probabilidade.
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