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Introducao

Os radicais livres do oxigénio, com seus elétrons néo-
pareados, podem atacar e danificar, praticamente,
gualquer molécula encontrada no organismo. Sao tdo
ativos que, uma vez formados, ligam-se a diferentes
compostos em fracBes de segundo. Ao fazé-lo, eles
podem entregar seu elétron ndo-pareado ou capturar
um elétron de outra molécula, a fim de formar um par.
De uma forma ou de outra, os radicais acabam ficando
estaveis, mas a molécula atacada, em si, transforma-
se em um radical. Isso inicia uma reacdo em cadeia
gue pode agir destrutivamente sobre um tecido
(YOUNGSON, 1995).

As espécies reativas do oxigénio sdo: anion superoxido
(0,), radical hidroxila (OH"), oxido nitrico (NO),
peroxido de hidrogénio (H,0,), radical lipidico (L"),
entre outros. Eles sdo importantes nos processos
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bioldgicos de producéo de energia e fagocitose
(BOREK, 1997). Entre as espécies, o radical hidroxila &
mais reativo na inducéo de lesdes nas moléculas
celulares. Além disso, o perdxido de hidrogénio,
apesar de nédo ser considerado um radical livre, é
capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir
danos a molécula de DNA (ANDERSON, 2000).

Renaud et al. (1998) relatam que o interesse dos
consumidores e da comunidade cientifica em relacao
aos antioxidantes naturais tem aumentado, particular-
mente em relac@o aqueles encontrados em frutas e
vegetais, tendo em vista que estudos farmacolédgicos
demonstram a associagéo entre 0 seu consumo e o
baixo risco de doencas degenerativas.

De acordo com Halliwell (1996), os efeitos defensivos
de antioxidantes naturais em frutas e vegetais estao
relacionados a trés grandes grupos: acido ascorbico e
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fendlicos como antioxidantes hidrofilicos e carote-
néides como antioxidantes lipofilicos.

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade
antioxidante é através da captura do radical 2,2’ -
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS),
que pode ser gerado através de uma reacdo quimica,
eletroquimica ou enzimatica (Fig. 1). Com essa metodo-

logia, pode-se medir a atividade de compostos de natu-
reza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Neste comunicado, séo relatadas todas as informacGes
necessarias para a determinagdo da atividade antioxi-
dante total em frutas pelo método da captura do radical
ABTS, baseadas em adaptacBes/modificacBes feitas
nos laboratérios da Embrapa Agroindustria Tropical.

llustracdo: Edy Sousa de Brito
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Fig. 1. Estabilizacédo do radical ABTS* por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de potassio.

Materiais Necessarios

Reagentes

* ABTS (2,2’ - AZINO - BIS (3-ethylbenzo - thiazoline
— 6 - sulfonic acid) diammoninum salt (PM =
548,68) - Sigma, cédigo A1888 ou equivalente.

¢ Acetona P.A.

* Agua destilada

* Alcool etilico P.A.

* Alcool metilico P.A.

* Persulfato de Potéassio (PM = 270,3) — Acros
Organics, codigo 202015000 ou equivalente.

* Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico) (PM = 250,29) - Sigma, codigo
218940050, ou equivalente.

Equipamentos e vidrarias

* Agitador de tubos de ensaio

* Balanca analitica

* Baldo volumétrico de 10 mL, 50mL e 1.000 mL

* Crondmetro digital

* Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

* Espectrofotdmetro

* Pipeta automatica (10 pL — 1.000 pL)

* Proveta de 50 mL

* Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)

Preparo de Solugdes

Solugao de metanol a 50%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL de
alcool metilico; completar o volume para 1.000 mL
com agua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solugao de acetona a 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona; completar o volume para 1.000 mL com agua
destilada, homogeneizar e transferir para um frasco de
vidro, devidamente etiquetado. Armazenar em tempe-
ratura ambiente por tempo indeterminado.

Solucéo estoque de ABTS 7 mM

Dissolver 192 mg de ABTS em agua destilada e
completar o volume para 50 mL em um baldo
volumétrico com agua destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro &mbar, devida-
mente etiquetado. Armazenar sob refrigeracao por
até um més.

Solucéo de persulfato de potassio 140 mM

Dissolver 378,4 mg de persulfato de potassio em agua
destilada e completar o volume para 10 mL em um
baldo volumétrico com agua destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro @mbar, devidamente
etiquetado. Armazenar em temperatura ambiente por
até um més.
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Preparo do radical ABTS"*

O radical ABTS"* é preparado a partir da reacdo de
5 mL da solugéo estoque de ABTS com 88 pL da
solugéo de persulfato de potassio. Manter a mistura no
escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em
seguida, diluir 1 mL desta mistura em alcool etilico até
obter uma absorbéncia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm.
Preparar e usar apenas no dia da anélise.

Solucgéo padréo de trolox 2 mM

Dissolver 25 mg de trolox em alcool etilico e completar
0 volume para 50 mL em um baldo volumétrico com
alcool etilico, homogeneizar e transferir para um frasco
de vidro @mbar, devidamente etiquetado. Preparar e
usar apenas no dia da analise.

Curva-Padrao do Trolox

Preparo das solucdes

A partir da solucao padrao de trolox (2.000 uM),
preparar, em baldes volumétricos de 10 mL, solu¢bes
variando a concentracdo de 100 uM a 1.500 uM,
conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Preparo das solugbes para curva-padrao.

Solucao padréo Alcool Concentracao
de trolox (mL) etilico (mL) final (uM)
0,5 9,5 100
2,5 7.5 500
5,0 5,0 1.000
7,5 2,5 1.500
10 0 2.000

Determinacéo da curva-padréo

Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de 30 pL
de cada solucéo de trolox (100 pM, 500 puM, 1.000 pM,
1.500 uM e 2.000 pM) para tubos de ensaio, misturar
com 3,0 mL da solugéo do radical ABTS (item “Prepa-
ro do radical ABTS* ") e homogeneizar em agitador de
tubos. Realizar a leitura (734 nm) apés 6 minutos da
mistura e utilizar alcool etilico como branco para
calibrar o espectrofotémetro.

Plotar as concentracfes de trolox (uM) no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y (Fig. 2) e calcular
a equacdo da reta.

A partir da equacéo da reta, calcula-se a absorbancia
referente a 1.000 uM de trolox (NENADIS et al.,
2004), de acordo com a Equacéo 1.

Absorbancia (734 nm)

y =-0,0003x +0,7465
R®=0,994

T T T |
0 500 1000 1500 2000

Concentracdes de Trolox (uM)

Fig. 2. Exemplo de curva-padréo de trolox.

Absorbéncia correspondente a 1.000 pM de trolox

y= -—ax+ b (Eq.1)

onde:
x =1.000 uM do trolox

y = absorbéancia correspondente a 1.000 pM de trolox

Protocolo do Método ABTS

Obtencé&o dos extratos da fruta

Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Como a concentragdo de compostos antioxi-
dantes varia de fruta para fruta, fazem-se necessarios
testes prévios. Em analises realizadas no Laboratorio
de Fisiologia e Tecnologia Péds-Colheita da Embrapa
Agroindustria Tropical, com diferentes frutas, tém-se
utilizado de 1 a 25 g de amostra, de acordo com a
fruta. Pesar a amostra em um béquer de 100 mL,
adicionar 40 mL de metanol 50%, homogeneizar e
deixar em repouso por 60 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar a 25.406,55 g (15.000 rpm)
durante 15 minutos, transferir o sobrenadante para um
baldo volumétrico de 100 mL. A partir do residuo da
primeira extracdo, adicionar 40 mL de acetona 70%,
homogeneizar e deixar em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar novamente a
25.406,55 g (15.000 rpm) durante 15 minutos,
transferir o sobrenadante para o baldo volumétrico
contendo o primeiro sobrenadante e completar o
volume para 100 mL com agua destilada.

Determinacédo da atividade antioxidante
total (AAT)

A patrtir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio, no minimo, trés diluicdes diferen-
tes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferir uma
aliquota de 30 pL de cada diluicdo do extrato para
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tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS'* e
homogeneizar em agitador de tubos. Realizar a leitura
(734 nm) apés 6 minutos da mistura e utilizar o alcool
etilico, como branco, para calibrar o espectrofotdmetro.
A partir das absorbancias obtidas das diferentes
diluicBes dos extratos, plotar a absorbancia no eixo Y
e a diluicdo (mg/L) no eixo X. Em seguida, determinar a
equacao da reta. Para calcular a AAT, deve-se substi-
tuir na equacédo da reta a absorbancia equivalente a
1.000 uM do padréo trolox (Eq. 1). O valor obtido para
o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L)
equivalente a 1.000 pM de trolox (Eq. 2).

Célculo das dilui¢des do extrato (mg/L) equivalente a
1.000 uM de trolox

y= —-ax+ b (Bg. 2)

onde:

y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de
trolox (Equacao 1)

X = Dilui¢do da amostra (mg/L) equivalente a 1.000
UM de trolox

A partir do resultado encontrado (x) na equagéo 2,
dividir por 1.000 para ter o valor em g. O resultado
final (Eq. 3) é calculado pela divisdo de 1.000 (uM)
pelo valor de X(g) e multiplicado por 1(g) para encon-
trar o valor final (Z) que é expresso em UM trolox / g de
fruta (por¢@o comestivel).

Calculo final expresso em (UM trolox / g)

X(g) = x/1.000

Z =1.000/ X(g).1 (Eq. 3)
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