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Introdução 

Compostos antioxidantes são desejáveis e valiosos aditivos empregados em 

vários setores como alimentação, medicina, construção e combustíveis, em 

todas as etapas da produção (processamento, tratamento, embalagem, 

transporte e armazenamento). Eles servem para reduzir ou prevenir degradação 

por oxidação dos materiais. A falta de atividade antioxidante pode trazer um dos 

grandes problemas que é a redução da qualidade e/ou tempo de 

armazenamento de produtos. 

Ultimamente a atenção tem sido voltada ao uso de antioxidantes naturais para 

substituir aqueles de origem fóssil comumente utilizados (Kirschweng et al., 

2017). Seja pela demonstração dos riscos causados por estes antioxidantes 

(Brocca et al., 2002) ou pela ideia de usar um componente natural, seguro e 

renovável (Caleja et al., 2017). Neste contexto, a lignina extraída de materiais 

lignocelulósicos, a qual possui uma estrutura química complexa contendo anéis 

aromáticos com grupamentos metoxila e hidroxila, pode ser uma excelente escolha 

como antioxidante (Figueiredo et al., 2018). 

Nesse sentido, inúmeros trabalhos têm utilizado as mais variadas metodologias 

para avaliar a capacidade antioxidante de substâncias. Estes métodos podem 
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Metodologia científica: determinação 
da capacidade antioxidante de lignina 
pela captura do radical livre DPPH

Introdução
Compostos antioxidantes são dese-

jáveis e valiosos aditivos empregados 
em vários setores como alimentação, 
medicina, construção e combustíveis, 
em todas as etapas da produção (pro-
cessamento, tratamento, embalagem, 
transporte e armazenamento). Eles 
servem para reduzir ou prevenir de-
gradação por oxidação dos materiais. 
A falta de atividade antioxidante pode 
trazer um dos grandes problemas que é 
a redução da qualidade e/ou tempo de 
armazenamento de produtos.

Ultimamente a atenção tem sido 
voltada ao uso de antioxidantes naturais 
para substituir aqueles de origem fóssil 
comumente utilizados (Kirschweng et 
al., 2017). Seja pela demonstração dos 
riscos causados por estes antioxidantes 
(Brocca et al., 2002) ou pela ideia de 
usar um componente natural, seguro e 
renovável (Caleja et al., 2017). Neste 
contexto, a lignina extraída de materiais 

lignocelulósicos, a qual possui uma 
estrutura química complexa contendo 
anéis aromáticos com grupamentos 
metoxila e hidroxila, pode ser uma 
excelente escolha como antioxidante 
(Figueiredo et al., 2018).

Nesse sentido, inúmeros trabalhos 
têm utilizado as mais variadas metodo-
logias para avaliar a capacidade antio-
xidante de substâncias. Estes métodos 
podem ser baseados: no poder de redu-
ção de metais, como ferro (FRAP - Ferric 
Reducing Antioxidant Power) e cobre 
(CUPRAC - Cupric Reducing Antioxidant 
Capacity); na captura de radical peroxila 
(ORAC - Oxygen Radical Absorbance 
Capacity; TRAP - Total Radical Trapping 
Antioxidant Potential), na quantificação de 
produtos formados durante a peroxidação 
de lipídios (oxidação do LDL, oxidação do 
β-caroteno) e na captura de radical orgâ-
nico, como ABTS: 2,2’- azinobis-(3-ethyl-
-benzothiazoline-6-sulphonate) e DPPH: 
2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl, dentre os 
mais usuais (Kirschweng et al., 2017).
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O radical livre DPPH é obtido dire-
tamente por dissolução do reagente 
em meio orgânico. O método DPPH 
se baseia na captura do radical DPPH 
por antioxidantes (Figura 1), levando à 
redução do composto e consequente 
diminuição da absorbância (Abs) da so-
lução, no comprimento de onda de 515 
nm (Brand-Williams et al., 1995).

A concentração inibitória (IC50) refe-
re-se à mínima concentração necessária 
de antioxidante para inibir 50% de uma 
determinada concentração de radical. 
A concentração de eficiência (EC50) é 
definida pela quantidade de antioxidante 
necessária para reduzir 50% da quanti-
dade inicial de radical, obtida a partir da 
razão entre o valor de IC50 e da concen-
tração inicial do radical (Savatović  et al., 
2012). 

Visando metodologias mais claras 
e capazes de serem reproduzidas, no 
que diz respeito à determinação da ca-
pacidade antioxidante de ligninas, este 
comunicado descreve as informações 
necessárias para a determinação da 
concentração inibitória e concentração 
de eficiência. Também está relatada a ati-
vidade antioxidante dada em percentual 

de redução do radical em três diferentes 
concentrações. As metodologias foram 
baseadas em adaptações feitas nos 
laboratórios do núcleo de Produtos 
Florestais da Embrapa Florestas.
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Figura 1. Redução do radical livre DPPH por antioxidante.

Materiais necessários
Reagentes
-	 1,4 – Dioxano 90%.
-	 Metanol P.A.
-	 Água destilada.
-	 DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) 

(PM  = 394,32).
-	 Lignina em pó, seca.

Equipamentos e vidrarias
-	 Agitador de tubos de ensaio.
-	 Banho de ultrassom.
-	 Balança analítica.
-	 Balão volumétrico 5 mL, 10 mL, 

100 mL.
-	 Cubetas de vidro (4 cm x 1 cm) com 

tampa.
-	 Espectrofotômetro UV-Vis.
-	 Pipetas automáticas.
-	 Tubos de ensaio âmbar com tampa 

(8 mL).
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Preparo de soluções
Solução dioxano:água (90:10 v/v)

Em balão volumétrico de 100 mL, adi-
cionar 90 mL de dioxano PA e completar 
o volume para 100 mL com água des-
tilada, homogeneizar e transferir para 
um frasco de vidro âmbar, devidamente 
etiquetado. Pode ser armazenado por 
tempo indeterminado.

Solução de DPPH 60 μmol L-1

Dissolver 2,4 mg de DPPH em 
álcool metílico e completar o volume 
para 100 mL em um balão volumétrico 
com álcool metílico, homogeneizar e 
transferir para um frasco de vidro âm-
bar, devidamente etiquetado. Preparar 
e usar apenas no dia da análise. Essa 
quantidade serve, em média, para qua-
tro amostras.

Soluções de lignina

Deve-se pesar 2,5 mg da amostra de 
lignina seca, em triplicata, transferir para 

Curva de DPPH

A partir da solução de DPPH 
60 μmol L-1, preparar em balões volumé-
tricos de 10 mL, soluções de DPPH de 
10, 20, 30, 40 a 50 μmol L-1 (Tabela 1).

Para a determinação da curva de 
calibração do DPPH, em ambiente escu-
ro, transferir uma alíquota de 3,9 mL de 
cada solução de DPPH para cubetas de 
vidro, adicionar 0,1 mL de dioxano 90% 

um balão volumétrico de 5 mL e com-
pletar o volume do balão com dioxano 
90%, de modo que a concentração de 
lignina seja de 500 mg L-1. As soluções 
preparadas devem ser submetidas ao 
banho de ultrassom, por 30 minutos e 
armazenadas em tubos de ensaio com 
tampa. A partir da solução de 500 mg L-1, 
preparar no mínimo mais duas diluições 
(recomenda-se 250 mg L-1 e 100 mg L-1), 
pois, para a determinação da atividade 
antioxidante são necessárias no mínimo 
três concentrações de antioxidante.

Tabela 1. Preparo e concentração final das soluções de DPPH.

Solução DPPH 60 
μmol L-1 (mL)

Metanol  
(mL)

[DPPH] 
(μmol L-1)

[DPPH] com 0,1 mL de dioxano 
90% (μmol L-1)

0,0 10,0 0 0,0
1,667 8,333 10 9,75
3,333 6,667 20 19,50
5,000 5,000 30 29,25
6,667 3,333 40 39,00
8,333 1,667 50 48,75

10,000 0,0 60 58,50
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Absorbância em 515 nm

Determinação da ativida-
de antioxidante (AA)

Em ambiente escuro, transferir uma 
alíquota de 0,1 mL de cada solução de 
lignina preparada para tubos de ensaio, 
com tampa e envoltos em papel alumí-
nio. Adicionar 3,9 mL da solução de radi-
cal DPPH 60 μmol L-1, e homogeneizá-la 
usando agitador de tubos. Neste passo 
ocorre uma diluição da amostra, em que 
a concentração final é determinada pela 
seguinte equação:

Cfinal =                    .

Considerando as concentrações 
recomendadas neste comunicado, para 
o preparo das soluções de lignina, as 
concentrações finais serão: 12,5, 6,25 
e 2,5  mg L-1. Preparar também uma 
solução controle, em triplicata, contendo 

Cinicial × 0,1
4 (1)

em cada uma das cubetas, de modo 
que as concentrações finais de DPPH 
são as apresentadas na Tabela 1 (essas 
concentrações devem ser utilizadas 
para preparar o gráfico para calibração 
de absorbância versus concentração 
de DPPH). Realizar a leitura em es-
pectrofotômetro UV-Vis a 515 nm. Para 
a leitura do ponto zero (solução sem 
a presença de DPPH) deve ser feita a 
medida de absorbância da amostra com 
3,9 mL de metanol, acrescida de 0,1 mL 
de dioxano 90%, esta solução também 
deve ser usada como linha base do 
espectrofotômetro.

Preparar um gráfico com as concen-
trações de DPPH (μmol L-1) no eixo das 
ordenadas e as respectivas absorbân-
cias no eixo das abscissas e calcular a 
equação da reta (Figura 2). O quadrado 
do coeficiente de correlação de Pearson 
(R²) deve ser o mais próximo possível 
de 1.

Figura 2. Exemplo de curva de calibração da absorbância versus concentração de DPPH.
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0,1 mL de dioxano 90% e 3,9 mL da solu-
ção de radical DPPH e homogeneizá-la. 
Utilizar uma solução contendo 3,9 mL 
de álcool metílico e 0,1 mL de dioxano 
90%, como branco, para servir de linha 
de base para o espectrofotômetro.

As amostras nas três diferentes con-
centrações devem ser monitoradas, com 
leituras em 515 nm, ao longo do tempo: 
as medidas devem ser realizadas no 
tempo zero e de 30 em 30 minutos, até 
ser observada a redução e estabilização 
da absorbância, que ocorre quando todo 
o antioxidante é consumido pela reação 
com o radical. Entre o intervalo de uma 
leitura para a outra, a amostra deve ser 
retornada para o tubo de ensaio de ori-
gem, possibilitando assim a medida de 
mais de uma amostra. A absorbância 
da solução controle deve ser lida nos 
mesmos tempos que as amostras. As 
cubetas e tubos de ensaio devem ficar 
fechados, para evitar a evaporação do 
solvente, e em ambiente escuro.

A medida da Abs final para o cálculo 
de IC50 só deve ser feita após a estabili-
zação da absorbância (tempo IC50). Para 
experimentos posteriores, com a mesma 
amostra, a leitura pode ser feita apenas 
no tempo estabelecido anteriormente 
para a estabilização das leituras (tempo 
IC50).

Porcentagem de redução do 
radical e percentual de radical 
remanescente

A quantidade de radical DPPH rema-
nescente na solução é calculada a partir 

da razão entre a absorbância da amostra 
e a média das absorbâncias da solução 
controle no tempo de IC50 (equação 2). 
Calcular a média das triplicatas.

A porcentagem de redução é obtida 
pela diferença entre a porcentagem total 
de radical no início da reação (100%) e 
o percentual de radical remanescente 
(equação 3). Calcular a média das tripli-
catas. Vale salientar que cada concen-
tração utilizada apresentará um valor 
de percentual de redução diferente, 
convém expressar qual a concentração 
de antioxidante utilizada, recomenda-se 
apresentar o resultado para 500 mg L-1.

%Redução de DPPH = 100 - %DPPHremanescente

Concentração inibitória - IC50

Após o cálculo da porcentagem 
de radical remanescente, determinar 
a equação da reta que correlaciona 
a concentração final de lignina com a 
porcentagem de DPPH remanescente, 
colocando os valores de concentração 
no eixo das abscissas e a porcentagem 
remanescente no eixo das ordenadas. O 
quadrado do coeficiente de correlação 
de Pearson (R²) deve ser o mais próxi-
mo possível de 1, caso contrário verificar 
os dados obtidos. A partir da equação 
da reta, calcular qual a concentração 
de antioxidante necessária para que 
haja 50% de DPPH remanescente no 
sistema (IC50) (equação 4), o resultado 

%DPPHremanescente =                  × 100
Absamostra

Abscontrole
(2)

(3)
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é dado em mg L-1. Calcular a média das 
triplicatas.

Onde:
b = Intercepção do eixo y
a = Inclinação da reta

Concentração eficiente - EC50

O valor de EC50 é obtido a partir da 
razão entre o valor de IC50 e da concen-
tração inicial do radical. A concentração 
inicial de DPPH é determinada a partir 
da média das absorbâncias das amos-
tras controle, no tempo zero, com o uso 
da equação da reta da curva de calibra-
ção de DPPH (equação 5).

   [DPPH]t=0 = (Abscontrole × a + b) ×              .

Onde:
b = Intercepção do eixo y
a = Inclinação da reta

Portanto, para se obter o valor de EC50 
basta aplicar a equação 6. O resultado 

50 - b
aIC50 = (4)

394,32
1000 (5)

é dado em mg de lignina/mg de DPPH. 
Calcular a média das triplicatas IC50.

  
IC50

[DPPH]t=0
EC50 = (6)

Exemplo
Para testar a metodologia foram 

avaliadas as amostras de antioxidante 
comercial BHT; lignina pirolítica isolada 
a partir do bio-óleo de pirólise rápida de 
finos de eucalipto; e lignina de eucalipto 
obtida pelo processo lignoboost modifi-
cado pela empresa Suzano. Os resulta-
dos são apresentados na Tabela 2. Todo 
o memorial de cálculo está apresentado 
no material suplementar CT 417 doc 
suplementar Metodo DPPH.

Todos os parâmetros avaliados, para 
todas as amostras, apresentaram coefi-
ciente de variação de até 10%, valor que 
é aceito para metodologias de determi-
nação de atividade antioxidante frente 
ao radical DPPH (Szabo et al., 2007), 
mostrando que há homogeneidade entre 
os resultados obtidos, validando assim a 
metodologia.

Tabela 2. Resultados obtidos para alguns antioxidantes.

Amostra % redução DPPHa IC50  
(mg L-1)

EC50 
(mg /mg DPPH)

BHT 89 ± 4 (7%) 4,1 ± 0,2 (7%) 0,18 ± 0,01 (7%)
Lignina pirolítica (LP) 76 ± 2 (4%) 6,7 ± 0,4 (10%) 0,30 ± 0,02 (10%)
Lignina lignoboost (LB) 82 ± 0,4 (1%) 5,3 ± 0,3 (9%) 0,23 ± 0,01 (9%)

a Para a concentração de 500 mg L-1.
Números entre parênteses se referem ao coeficiente de variação.

http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/191464/1/CT-417-doc-suplementar-Metodo-DPPH.xlsx
http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/191464/1/CT-417-doc-suplementar-Metodo-DPPH.xlsx
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