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Introducao

Compostos antioxidantes sao dese-
javeis e valiosos aditivos empregados
em varios setores como alimentagao,
medicina, construgdo e combustiveis,
em todas as etapas da produgdo (pro-
cessamento, tratamento, embalagem,
transporte e armazenamento). Eles
servem para reduzir ou prevenir de-
gradagado por oxidagdo dos materiais.
A falta de atividade antioxidante pode
trazer um dos grandes problemas que é
a redugao da qualidade e/ou tempo de
armazenamento de produtos.

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

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

Nesse sentido, inumeros trabalhos
tém utilizado as mais variadas metodo-
logias para avaliar a capacidade antio-
xidante de substancias. Estes métodos
podem ser baseados: no poder de redu-
¢ao 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 quantificagéo de
produtos formados durante a peroxidagao
de lipidios (oxidagdo do LDL, oxidagéo do
B-caroteno) e na captura de radical orga-
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).



O radical livre DPPH ¢é obtido dire-
tamente por dissolucédo do reagente
em meio organico. O método DPPH
se baseia na captura do radical DPPH
por antioxidantes (Figura 1), levando a
redugdo do composto e consequente
diminuicdo da absorbancia (Abs) da so-
lucdo, no comprimento de onda de 515
nm (Brand-Williams et al., 1995).

A concentrag&o inibitoria (IC,)) refe-
re-se a minima concentragao necessaria
de antioxidante para inibir 50% de uma
determinada concentragdo de radical.
A concentragdo de eficiéncia (EC,)) €
definida pela quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir 50% da quanti-
dade inicial de radical, obtida a partir da
razéo entre o valor de IC50 e da concen-
tracao inicial do radical (Savatovi¢ et al.,
2012).

Visando metodologias mais claras
e capazes de serem reproduzidas, no
que diz respeito a determinagao da ca-
pacidade antioxidante de ligninas, este
comunicado descreve as informacdes
necessarias para a determinacdo da
concentragao inibitéria e concentracéo
de eficiéncia. Também esta relatada a ati-
vidade antioxidante dada em percentual
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de redugédo do radical em trés diferentes
concentragdes. As metodologias foram
baseadas em adaptagbes feitas nos
laboratérios do nucleo de Produtos
Florestais da Embrapa Florestas.

Materiais necessarios

Reagentes

- 1,4 — Dioxano 90%.

- Metanol P.A.

- Agua destilada.

- DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil)
(PM =394,32).

- Lignina em po, seca.

Equipamentos e vidrarias

- Agitador de tubos de ensaio.

- Banho de ultrassom.

- Balanga analitica.

- Balao volumétrico 5 mL, 10 mL,
100 mL.

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

- Espectrofotdmetro UV-Vis.

- Pipetas automaticas.

- Tubos de ensaio dmbar com tampa
(8 mL).
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Figura 1. Reducgédo do radical livre DPPH por antioxidante.



Preparo de solugdes

Solugédo dioxano:agua (90:10 v/v)

Em baléo volumétrico de 100 mL, adi-
cionar 90 mL de dioxano PA e completar
o0 volume para 100 mL com agua des-
tilada, homogeneizar e transferir para
um frasco de vidro ambar, devidamente
etiquetado. Pode ser armazenado por
tempo indeterminado.

Solugdo de DPPH 60 umol L™

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

Solugoes de lignina

Deve-se pesar 2,5 mg da amostra de
lignina seca, em triplicata, transferir para
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um baldo volumétrico de 5 mL e com-
pletar o volume do baldo com dioxano
90%, de modo que a concentragéo de
lignina seja de 500 mg L. As solugdes
preparadas devem ser submetidas ao
banho de ultrassom, por 30 minutos e
armazenadas em tubos de ensaio com
tampa. A partir da solugédo de 500 mg L',
preparar no minimo mais duas diluigbes
(recomenda-se 250 mg L' e 100 mg L"),
pois, para a determinagao da atividade
antioxidante sdo necessarias no minimo
trés concentragdes de antioxidante.

Curva de DPPH

A partir da solugdgo de DPPH
60 pmol L, preparar em baldes volumé-
tricos de 10 mL, solugbes de DPPH de
10, 20, 30, 40 a 50 pmol L (Tabela 1).

Para a determinagdo da curva de
calibragdo do DPPH, em ambiente escu-
ro, transferir uma aliquota de 3,9 mL de
cada solucéo de DPPH para cubetas de
vidro, adicionar 0,1 mL de dioxano 90%

Tabela 1. Preparo e concentragao final das solugdes de DPPH.

Solugao DPPH 60 Metanol [DPPH] [DPPH] com 0,1 mL de dioxano
pmol L' (mL) (mL) (umol L) 90% (umol L)

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




em cada uma das cubetas, de modo
que as concentragbes finais de DPPH
séo as apresentadas na Tabela 1 (essas
concentragcbes devem ser utilizadas
para preparar o grafico para calibragao
de absorbancia versus concentracao
de DPPH). Realizar a leitura em es-
pectrofotdbmetro UV-Vis a 515 nm. Para
a leitura do ponto zero (solugdo sem
a presenga de DPPH) deve ser feita a
medida de absorbancia da amostra com
3,9 mL de metanol, acrescida de 0,1 mL
de dioxano 90%, esta solugdo também
deve ser usada como linha base do
espectrofotdmetro.

Preparar um grafico com as concen-
tracdes de DPPH (umol L") no eixo das
ordenadas e as respectivas absorban-
cias no eixo das abscissas e calcular a
equacéo da reta (Figura 2). O quadrado
do coeficiente de correlagédo de Pearson
(R?) deve ser o mais proximo possivel
de 1.

Concentragdo de DPPH (umol L)

0 0,1 0,2 0,3
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Determinacao da ativida-
de antioxidante (AA)

Em ambiente escuro, transferir uma
aliquota de 0,1 mL de cada solugao de
lignina preparada para tubos de ensaio,
com tampa e envoltos em papel alumi-
nio. Adicionar 3,9 mL da solugéo de radi-
cal DPPH 60 ymol L', e homogeneiza-la
usando agitador de tubos. Neste passo
ocorre uma diluicdo da amostra, em que
a concentracao final é determinada pela
seguinte equacgao:

x 0,1

C _ Cinicial

final 4 (1

Considerando as concentragbes
recomendadas neste comunicado, para
0 preparo das solugbes de lignina, as
concentragdes finais serao: 12,5, 6,25
e 2,5 mg L. Preparar também uma
solugéo controle, em triplicata, contendo

y =87,461x+1,2374

0,4

R?=0,9906

0,5 0,6 0,7 0,8

Absorbancia em 515 nm

Figura 2. Exemplo de curva de calibragdo da absorbancia versus concentragdo de DPPH.



0,1 mL de dioxano 90% e 3,9 mL da solu-
¢ao de radical DPPH e homogeneiza-la.
Utilizar uma solugdo contendo 3,9 mL
de alcool metilico e 0,1 mL de dioxano
90%, como branco, para servir de linha
de base para o espectrofotdmetro.

As amostras nas trés diferentes con-
centragdes 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 redugao e estabilizacao
da absorbancia, que ocorre quando todo
o antioxidante é consumido pela reagao
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 absorbancia
da solugdo controle deve ser lida nos
mesmos tempos que as amostras. As
cubetas e tubos de ensaio devem ficar
fechados, para evitar a evaporagao do
solvente, e em ambiente escuro.

A medida da Abs final para o calculo
de IC,, so deve ser feita apos a estabili-
zag&o da absorbéancia (tempo IC, ). Para
experimentos posteriores, com a mesma
amostra, a leitura pode ser feita apenas
no tempo estabelecido anteriormente
para a estabilizagdo das leituras (tempo
IC,,).

Porcentagem de redugao do
radical e percentual de radical
remanescente

A quantidade de radical DPPH rema-
nescente na solucéo é calculada a partir
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da razao entre a absorbancia da amostra
e a média das absorbancias da solugao
controle no tempo de IC,; (equagéo 2).
Calcular a média das triplicatas.

Abs
%DPPHrcmancsccmc = AbsamoStra x 100 (2)

controle

A porcentagem de redugdo é obtida
pela diferencga entre a porcentagem total
de radical no inicio da reagéo (100%) e
o percentual de radical remanescente
(equagéao 3). Calcular a média das tripli-
catas. Vale salientar que cada concen-
tracao utilizada apresentara um valor
de percentual de reducdo diferente,
convém expressar qual a concentragao
de antioxidante utilizada, recomenda-se
apresentar o resultado para 500 mg L.

%Redugdo de DPPH = 100 - %DPPH 3)

remanescente (

Concentragao inibitoria - IC,

Apdés o calculo da porcentagem
de radical remanescente, determinar
a equagado da reta que correlaciona
a concentracao final de lignina com a
porcentagem de DPPH remanescente,
colocando os valores de concentragao
no eixo das abscissas e a porcentagem
remanescente no eixo das ordenadas. O
quadrado do coeficiente de correlagao
de Pearson (R?) deve ser o mais proxi-
mo possivel de 1, caso contrario verificar
os dados obtidos. A partir da equacgao
da reta, calcular qual a concentragao
de antioxidante necessaria para que
haja 50% de DPPH remanescente no
sistema (IC,;) (equagéo 4), o resultado



é dado em mg L. Calcular a média das
triplicatas.
e~ 50-b @)

50 a

Onde:
b = Intercepgao do eixo y
a = Inclinagéo da reta

Concentragao eficiente - EC,

O valor de EC,, € obtido a partir da
razao entre o valor de IC,, e da concen-
tracéo inicial do radical. A concentragéo
inicial de DPPH é determinada a partir
da média das absorbancias das amos-
tras controle, no tempo zero, com o uso
da equacéo da reta da curva de calibra-
¢éo de DPPH (equacéo 5).

394,32
w000 ©

[DPPH],_, = (Abs

controle xa+ b) x
Onde:

b = Intercepcao do eixo y

a = Inclinagao da reta

Portanto, para se obter o valorde EC,,
basta aplicar a equagéo 6. O resultado
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€ dado em mg de lignina/mg de DPPH.
Calcular a média das triplicatas IC,.

IC

_ 50
Ecso N [DPPH][ZO (6)

Exemplo

Para testar a metodologia foram
avaliadas as amostras de antioxidante
comercial BHT; lignina pirolitica isolada
a partir do bio-6leo de pirdlise rapida de
finos de eucalipto; e lignina de eucalipto
obtida pelo processo lignoboost modifi-
cado pela empresa Suzano. Os resulta-
dos séo apresentados na Tabela 2. Todo
o0 memorial de calculo esta apresentado
no material suplementar CT 417 doc
suplementar Metodo DPPH.

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

Tabela 2. Resultados obtidos para alguns antioxidantes.

Amostra

% reducao DPPH?

IC,, EC,,
(mg L) (mg /mg DPPH)

BHT
Lignina pirolitica (LP)

89 + 4 (7%)
76 £ 2 (4%)

Lignina lignoboost (LB) 82+0,4 (1%)

41302 (7%)  0,18+0,01 (7%)
6,7+0,4 (10%) 0,30 + 0,02 (10%)
53%0,3(9%)  0,23%0,01(9%)

2 Para a concentragéo de 500 mg L.

Numeros entre parénteses se referem ao coeficiente de variago.


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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