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Método de DPPH adaptado: uma 
ferramenta para analisar atividade 
antioxidante de polpa de frutos da erva-
mate de forma rápida e reprodutível

Os antioxidantes são substâncias 
produzidas pelo próprio organismo para 
combater radicais livres. Eles também 
podem ser obtidos por meio da ingestão 
de produtos de origem sintética ou natu-
ral. Apresentam substituintes doadores 
de elétrons ou de hidrogênio em sua 
estrutura, capacidade de ressonância do 
radical formado ou capacidade quelante 
de metais. Entre os antioxidantes natu-
rais pode-se citar os tocoferóis, vitamina 
C, carotenóides e compostos fenólicos 
(Sucupira, 2012).

Existem diversos métodos desenvol-
vidos para mensurar a capacidade an-
tioxidante de substâncias presentes nas 
mais diferentes matrizes. Contudo, pro-
curam-se metodologias simples, de bai-
xo custo e com qualidade de resultados 
(Palanisamy et al., 2011). Dentre os méto-
dos espectrofotométricos encontram-se 

Ferric Reducing Antioxidant Power 
(FRAP), Oxygen Radical Absorbance 
Capacity (ORAC), ABTS (2,2 AZINO BIS 
[3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid]) 
e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), 
sendo o último o mais utilizado, pois é 
adequado para análise de antioxidantes 
solúveis em meios orgânicos e ampla-
mente aplicado à análise desta atividade 
em frutas (Sucupira, 2012).

O método de DPPH foi desenvol-
vido por Blois em 1958. O radical da 
molécula apresenta cor violeta escuro 
e, após reação com substância antioxi-
dante, torna-se amarelo ou violeta claro. 
Consequentemente, a mistura apresen-
ta diminuição da absorbância, que pode 
ser monitorada por um espectrofotô-
metro de UV/visível para determinar a 
capacidade antioxidante da substância 
testada. Este é um método considerado 
fácil, preciso, rápido, simples, econô-
mico e apresenta boa estabilidade na 
ausência da luz (Kedare; Singh, 2011). 

Ana Claudia da Silveira, Farmacêutica, mestranda na UFPR, estagiária de pós-graduação na Embrapa 
Florestas, Colombo, PR; Yasmine Sayuri Kassuia, graduanda em Biotecnologia pela PUC-PR, estagiária 
de graduação na Embrapa Florestas, Colombo, PR; Rachel Cruz Domahovski, graduanda em Farmácia 
pela UFPR, estagiária de graduação na Embrapa Florestas, Colombo, PR; Marcelo Lazzarotto, Químico, 
doutor em Química, pesquisador da Embrapa Florestas,  Colombo, PR.
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O DPPH pode ser solubilizado em me-
tanol ou etanol, sendo mais desejáveis 
metodologias que utilizam solventes de 
baixa toxicidade (Oliveira, 2015).

O Trolox é uma substância derivada 
da vitamina E (α-tocoferol), solúvel em 
água e etanol. Por conta do seu poten-
cial antioxidante, ele é capaz de reagir 
com a molécula de DPPH (Forrest et al., 
1994).

Os frutos de Ilex paraguariensis St. 
Hil. (Aquifoliaceae) (erva-mate) são 
drupas globosas de aproximadamente 
6 mm a 8 mm, com coloração violácea 
a preta quando maduros. São compos-
tos por quatro sementes envolvidas por 
uma polpa mucilaginosa (Mazuchowski, 
1989). Esta polpa é considerada um 
resíduo do cultivo da espécie, enquanto 
suas folhas são produzidas e comercia-
lizadas em quantidade de aproximada-
mente 347 toneladas por ano (IBGE, 
2018). Contudo, atividades promissoras 
para o extrato do fruto são conhecidas, 
dentre elas: molusquicida (Brito et al., 
2018), alelopática (Miró et al., 1998), 
antimicrobiana (Fernandes et al., 2016), 
entre outras.

Escassos são os métodos des-
critos na literatura para a análise de 
antioxidante em extratos de frutos da 
erva-mate utilizando DPPH. Extratos 
etanólico acidificado, hidroalcoólico, 
propano comprimido e CO2 supercrítico 
de frutos maduros foram testados em 
análises de DPPH, por 24 horas de 
reação, utilizando comprimento de onda 
de 517 nm para leitura em espectrofo-
tômetro UV/Vis. Para as extrações com 
propano comprimido e CO2 supercrítico, 

metanol foi utilizado como solvente, 
enquanto para as demais utilizou-se 
etanol. Os resultados foram expressos 
em porcentagem de inibição do radical 
DPPH (Fernandes et al., 2016, 2017). 
Schubert et al. (2007) testaram uma 
fração de acetato de etila do extrato de 
frutos imaturos utilizando etanol como 
solvente, tempo de reação de 30 mi-
nutos, curva de calibração de ácido as-
córbico e comprimento de onda de 518 
nm. Todos os estudos citados testaram 
diferentes diluições das amostras.

O objetivo deste trabalho foi adaptar 
a metodologia de análise de antioxidan-
tes buscando a redução do tempo de re-
ação para 15 minutos, utilizando DPPH 
e curva de calibração de Trolox em meio 
etanólico, para avaliação de extratos de 
frutos da erva-mate.

Reagentes necessários:

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

•	 Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
etrametilchroman-2-ácido carboxílico) 
(PM = 250,29).

•	 Álcool etílico absoluto.

Equipamentos e vidrarias:

•	 Balança analítica.
•	 Liquidificador doméstico de 1.000 W.
•	 Tamis de 35 mesh.
•	 Balão volumétrico de 10 mL, 50 mL e 

100 mL.
•	 Béquer de 50 mL.
•	 Pipeta volumétrica de 10 mL.
•	 Frascos de vidro âmbar.
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• Tubos de ensaio com capacidade 
maior de 6 mL.

• Pipeta automática (P100, P1000, 
P5000).

• Cubetas de vidro (4 cm x 1 cm).
• Espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu 

1800.

Para preparar a solução estoque de 
DPPH, pesou-se em balança analítica 
24 mg do reagente. Esta quantidade foi 
dissolvida em álcool etílico absoluto. O 
volume foi completado para 100 mL em 
um balão volumétrico com o mesmo sol-
vente, homogeneizado e transferido para 
um frasco de vidro âmbar, devidamente 
identifi cado. A solução foi armazenada 
sob refrigeração por até uma semana.

A solução de uso de DPPH foi pre-
parada vertendo-se 10 mL da solução 
estoque em um balão volumétrico de 
100 mL, com o auxílio de uma pipeta 
volumétrica. O volume foi completado 
com álcool etílico absoluto. A solução 
foi homogeneizada e transferida para 
um frasco de vidro âmbar, devidamente 
identifi cado. Ela deve ser preparada e 
usada apenas no dia da análise.

Para o preparo da solução padrão 
de Trolox 2 mM, em balança analítica, 
pesou-se 25 mg de Trolox, o qual foi dis-
solvido em álcool etílico absoluto. O vo-
lume foi completado para 50 mL em um 
balão volumétrico com o mesmo solven-
te, homogeneizado e transferido para 
um frasco de vidro âmbar devidamente 
identifi cado. Esta solução foi preparada 
e usada apenas no dia da análise.

A extração foi realizada utilizan-
do frutos de erva-mate em estádio 

semi-maduro (entre o fruto verde, de co-
loração verde, e o maduro de coloração 
roxa escura) apresentando coloração 
vermelha, conforme mostra a Figura 1. 
Estes foram secos em estufa a 40 °C, 
por 24 horas, e triturados utilizando li-
quidifi cador doméstico de 1.000 Watts. 
As sementes foram separadas por gra-
nulometria, fi cando retidas na peneira 
tamis de 35 mesh. Para a preparação 
dos extratos foram usadas massas de 
3,0 g ± 0,006 g de pó das polpas para 
100 mL de água tipo 2. Os extratos fo-
ram preparados utilizando maceração a 
quente (40 °C) e agitação mecânica por 
15 minutos, em chapa de aquecimento.

 

Figura 1. Frutos semi-maduros de erva-mate. 

Fo
to

: D
éc

io
 A

da
m

s 
Jú

ni
or

Para determinar o tempo de reação 
ideal entre o DPPH e o extrato, foram 
realizadas leituras subsequentes utili-
zando espectrofotômetro de UV visível a 
515 nm durante um período de 100 mi-
nutos. Ao fi nal da leitura, os resultados 
foram inseridos em um gráfi co, obtendo 
assim uma curva cinética.
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A curva padrão do 
Trolox inicia-se com o 
preparo das diluições 
a partir da solução pa-
drão de Trolox (2 mM). 
Foram preparadas 
soluções de concentra-
ções de 50 µM a 1.000 
µM, conforme mostra a 
Tabela 1.

A determinação da 
curva padrão é realiza-
da em ambiente escuro. Para isso, uma 
alíquota de 150 µL de cada concentra-
ção foi transferida para tubos de ensaio 
e adicionada de 5,850 mL da solução 
de uso de DPPH. Após homogeneiza-
ção, a mistura foi mantida em repouso 
por 15 minutos, tempo determinado na 
etapa anterior, e 30 minutos, conforme 
Schubert et al. (2007). Para ambos foi 
observada a mudança de coloração. A 
leitura da absorbância foi realizada a 
515 nm. Álcool etílico foi usado como 
branco. Os resultados foram dispostos 
em gráfico, sendo as concentrações 
de DPPH dispostas no eixo X e as 
respectivas absorbâncias no eixo Y. A 
curva foi realizada em triplicata em dias 
diferentes, por três analistas distintos 
(analistas 1, 2 e 3), visando avaliar a 
reprodutibilidade.

A determinação da atividade antio-
xidante total (AAT) também é realizada 
em ambiente escuro. Transferiu-se 150 
µL do extrato de fruto da erva-mate para 
tubos de ensaio contendo 5,850 mL de 
DPPH, a mistura foi homogeneizada e 
a absorbância dos tubos (515 nm) foi 
obtida após 15 e 30 minutos. A reação 

foi desenvolvida em triplicata. Álcool etí-
lico absoluto foi utilizado como branco. 
Um tubo foi preparado com álcool etílico 
em substituição ao extrato para controle 
negativo.

A concentração de antioxidantes no 
tubo de reação [CT] é expressa em con-
centração equivalente de Trolox (μM). 
Mediante reta da curva de calibração 
pode-se calcular o valor [CT] usando a 
Equação 1.

Sendo: 
Absam = absorbância da amostra.
a = coeficiente angular obtido para a 
curva de calibração.
b = coeficiente linear obtido para a curva 
de calibração.

Levando em consideração a quan-
tidade em gramas de polpa utilizada 
para extração (3 g em 100 mL de água), 
tem-se a atividade oxi-redox da amostra 
expressa em equivalente Trolox (µmol/
grama de polpa) (TEACm), Equação 2.

Tabela 1. Preparo das soluções para a curva padrão.

Tubo Solução-padrão 
de Trolox (µL)

Álcool etílico 
absoluto (µL)

Concentração  
(µM)

1 25 975 50
2 50 950 100
3 100 900 200
4 200 800 400
5 300 700 600
6 400 600 800
7 500 500 1.000

(1)(Absam - b)
a[CT] =
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As Curvas de Calibração de Trolox 
foram obtidas utilizando tempo de rea-
ção de 30 minutos, conforme Schubert 
et al. (2007). As análises foram realiza-
das em triplicata, por analistas diferen-
tes em dias distintos, sendo obtidos va-
lores de R2 de 0,9994; 0,9985 e 0,9998 
para os analistas 1, 2 e 3, respectiva-
mente, como mostrado na Tabela 2. A 
média calculada para estes valores foi 
0,9992 e o respectivo desvio padrão foi 
0,0007. Estes resultados expressam a 
precisão da equação da reta em repre-
sentar a variação da absorbância em 
relação à concentração. Além disso, o 
desvio padrão obtido entre as leituras 
das diferentes concentrações nos três 
dias variou de 0,003 e 0,019, indicando 
boa reprodutibilidade da curva padrão. 
Os coeficientes de correlação entre 

concentração e absorbância nas três 
análises foram -0,999, indicando boa 
relação entre as variáveis. As curvas de 
calibração são apresentadas na Figura 
2.

O tempo de reação foi determinado 
por meio da curva cinética de reação 
entre o DPPH e o extrato do fruto da 
erva-mate (Figura 3), sendo possível 
verificar a mudança de velocidade de 
reação. Mediante o cruzamento das 
tangentes do início com o final da rea-
ção pode-se determinar o ponto onde 
se pode aperfeiçoar a análise, visando 
diminuir o tempo analítico sem perda 
de qualidade da resposta. Quando 
esta tendência é avaliada, o ponto de 
intersecção entre ambas as tangentes 
se encontra em 15,2 minutos. Assim, 
pode-se considerar o tempo de reação 
de 15 minutos suficiente para avaliar 
os antioxidantes presentes na polpa de 
erva mate. Na literatura são encontrados 

TEACm = [CT] ×
(0,1 L)
(3 g) (2)

Tabela 2. Resultados de absorbância das Curvas de Calibração de Trolox e DPPH utilizando 
tempo de reação de 30 minutos.

Concentração 
(µM)

Absorbância
Analista 1 / 

dia 1
Analista 2 / 

dia 2
Analista 3 / 

dia 3 Média Desvio 
Padrão

50 0,621 0,596 0,634 0,617 0,019
100 0,594 0,572 0,61 0,592 0,019
200 0,547 0,524 0,548 0,540 0,014
400 0,427 0,417 0,438 0,427 0,010
600 0,310 0,293 0,321 0,308 0,014
800 0,204 0,208 0,199 0,204 0,005

1000 0,079 0,085 0,084 0,083 0,003
Coeficiente de 

Correlação -0,999 -0,999 -0,999 -0,999
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Figura 2. Curvas de calibração ob-
tidas por três analistas, em dias de 
análise diferentes, utilizando tempo 
de reação de 30 minutos.
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Figura 3. Curva ciné-
tica de reação entre 
DPPH e extrato do fruto 
da erva-mate.
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tempos de reação entre DPPH e extrato 
de frutos da erva-mate de 30 minutos 
até 24 horas (Schubert et al., 2007; 
Fernandes et al., 2016, 2017). Desta 
forma, o uso desta metodologia poderá 
reduzir o tempo desta análise.

A partir da determinação do tempo de 
reação de 15 minutos, foram realizadas 
três análises de curva padrão em dias 
diferentes, por operadores distintos. 
Foram obtidos resultados de R2 nos va-
lores de 0,9999; 0,9995 e 0,9998 para os 
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analistas 1, 2 e 3, respectivamente, sen-
do sua média igual a 0,9998 e respectivo 
desvio padrão de 0,0003 (Tabela 3). 
Estes resultados indicam boa precisão 
da equação da reta e, quando compara-
dos aos resultados obtidos para o tempo 
de 30 minutos (R2 = 0,9994; 0,9985 e 
0,9998, média = 0,9992 e desvio padrão 
= 0,0007), são ainda mais significativos. 
O desvio padrão obtido entre as leituras 
nos três dias variou de 0,009 a 0,023. 
Estes valores indicam boa reprodutibili-
dade das análises, apesar de inferiores 
aos das curvas obtidas para 30 minutos 
(0,003-0,019). Os coeficientes de corre-
lação entre concentração e absorbância 
para as três análises foi -0,999, similar 
aos obtidos em 30 minutos. As curvas de 
calibração obtidas são representadas na 
Figura 4.

Para a determinação da atividade 
antioxidante total (AAT), os extratos da 
polpa dos frutos da erva-mate foram 
submetidos à reação com DPPH em tri-
plicata, utilizando os tempos de reação 
de 15 e 30 minutos. As concentrações 
obtidas foram 163,72 ± 26,86 µM de 
Trolox (15 min) e 184,83 ± 23,92 µM de 
Trolox (30 minutos). Não há diferença 
estatisticamente significativa entre os 
dois resultados, isto é, a utilização de 
um tempo de reação de 15 minutos não 
implicou em variações significativas 
de concentração quando comparado 
ao tempo de 30 minutos de reação. 
Considerando as massas de polpa de 
fruto de erva mate usadas, nos tempos 
de 15 e 30 minutos de reação, pode-se 
calcular, usando a Equação 2, o teor de 
antioxidantes por grama, obtendo-se 

Tabela 3. Resultados de absorbância das Curvas de Calibração de Trolox e DPPH utilizando 
tempo de reação de 15 minutos.

Concentração 
(µM)

Absorbância
Analista 1 / 

dia 1
Analista 2 / 

dia 2
Analista 3 / 

dia 3 Média Desvio 
Padrão

50 0,657 0,657 0,636 0,650 0,012
100 0,629 0,615 0,610 0,618 0,010

200 0,571 0,558 0,553 0,561 0,009
400 0,460 0,429 0,453 0,447 0,016
600 0,346 0,314 0,326 0,329 0,016
800 0,235 0,196 0,224 0,218 0,020

1000 0,121 0,076 0,091 0,096 0,023
Coeficiente de 

Correlação -0,999 -0,999 -0,999 -0,999
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Figura 4. Curvas de calibração ob-
tidas por três analistas, em dias de 
análise diferentes, utilizando tempo 
de reação de 15 minutos. Concentração (μM)

respectivamente os valores de 5,46 ± 
0,90 µmol de Trolox (15 minutos) e 6,16 
± 0,80 µmol de Trolox (30 minutos).

Borges et al. (2013) analisaram sucos 
obtidos utilizando 2 kg de diferentes clo-
nes de uva Concord, obtendo resultados 
entre 12.120,38 e 12.944,86 expressos 
em µM de Trolox. Segundo Guerra et al. 
(2016), o rendimento da extração de su-
cos de uva é de aproximadamente 50%. 
Assim, os sucos de uva apresentaram 
concentração de antioxidantes de 6,06 a 
6,47 µmol de Trolox por grama de uva, 
para os diferentes clones analisados.

Outro estudo utilizando polpa comer-
cial de açaí obteve 117,2 µmol de Trolox 
por grama de peso fresco do produto 
(Borges et al., 2016). 

Quando comparado a metodologias 
reportadas na literatura, para análise de 
antioxidantes em frutos da erva-mate, o 
método ora proposto apresenta menor 
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tempo de reação e baixa toxicidade, pois 
foi utilizada água como líquido extrator 
e etanol como solvente (Schubert et al., 
2007; Fernandes et al., 2016, 2017). Os 
resultados de teor de antioxidantes por 
massa de polpa foram semelhantes aos 
observados por Borges et al. (2013) para 
os diferentes clones de uva Concord.

Conclusões

A metodologia adaptada para análise 
de antioxidantes utilizando DPPH é apli-
cável para extratos de polpa de frutos 
da erva-mate. Dentre as vantagens do 
método estão a redução do tempo de 
reação e a alta reprodutibilidade verifica-
da para três operadores diferentes, em 
dias de teste distintos. Além disso, foi 
utilizado extrato bruto, sem necessidade 
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