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Apresentação
Os Bancos Ativos de Germoplasma 

(BAGs) da Embrapa têm como finalidade 
a conservação do material genético de 
espécies vegetais para uso imediato ou 
futuro. Eles representam uma importante 
fonte de diversidade genética e matéria-
-prima para diferentes aplicações na área
agrícola, biotecnológica e alimentícia.
A diversidade presente nos acessos das
espécies vegetais armazenadas nos
BAGs pode ser explorada pela carac-
terização de diferentes acessos. Isso é
considerado uma estratégia relevante
para a valorização e elucidação de possí-
veis aplicações futuras. A nanotecnologia
verde utiliza substâncias químicas não
tóxicas, biodegradáveis e de baixo custo
para sintetizar nanomateriais. Os extra-
tos vegetais são amplamente utilizados
para a síntese de nanopartículas metá-
licas, sendo importante a avaliação da
atividade antioxidante desses extratos.

Para essa avaliação, o método baseado 
na eliminação do radical livre estável 
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) pode 
ser utilizado por ser prático, reprodutível e 
permitir adaptações. É possível calcular a 
porcentagem de atividade antioxidante, a 
porcentagem de DPPH remanescente no 
meio, a concentração inibitória (IC50) e a 
concentração de eficiência (EC50) a partir 
dos resultados obtidos. Embora o DPPH 
seja frequentemente utilizado em amos-
tras dissolvidas em solventes orgânicos, 
é possível utilizá-lo em amostras aquo-
sas. Na análise da atividade antioxidante, 
é de grande importância estabelecer 
parâmetros de controle de qualidade do 
método para que os resultados alcan-
cem a confiabilidade exigida. O controle 
interno da qualidade, conhecido como 
controle intralaboratorial, é gerido pelo 
próprio laboratório e realizado frequen-
temente por meio de monitoramento do 
ensaio/processo pela análise de amos-
tras controle. As amostras controle têm 
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resultados analíticos conhecidos e são 
analisadas na mesma sequência analítica 
que as amostras. Dois parâmetros essen-
ciais foram selecionados para o controle 
de qualidade. O primeiro é a avaliação 
da precisão do método por testes de 
repetibilidade e precisão intermediária. 
O segundo refere-se à avaliação da 
estabilidade do método por meio de carta 
controle da média. O controle interno da 
qualidade é gerenciado pelo próprio labo-
ratório por meio da análise de amostras 
controle com resultados analíticos conhe-
cidos na mesma sequência analítica que 
as amostras. A precisão intermediária é 
reconhecida como a mais representativa 
da variabilidade dos resultados em um 
mesmo laboratório, enquanto a carta 
controle das médias é útil para o moni-
toramento da propriedade do processo 
sob controle.

Introdução
Os Bancos Ativos de Germoplasma 

(BAGs) da Embrapa são unidades de 
conservação de material genético para 
uso imediato ou com potencial de uso 
futuro. Os BAGs representam uma 
importante fonte de diversidade genética 
e matéria-prima para diversas aplica-
ções na área agrícola, biotecnológica, 
alimentícia, entre outras (Pádua et al., 
2020). A Embrapa conserva 165 BAGs 
de espécies vegetais de importância para 
o agronegócio e a segurança alimentar 
da população brasileira (Portal Alelo, 
2023). Entre as vantagens de se utilizar 
material proveniente de um BAG está 

a possibilidade de explorar a grande 
variedade intraespecífica presente nos 
acessos. Portanto, a caracterização de 
diferentes acessos é uma importante 
estratégia de valorizá-los e elucidar pos-
síveis aplicações futuras.

A nanotecnologia verde utiliza subs-
tâncias químicas relativamente não 
tóxicas, biodegradáveis e de custo baixo 
para sintetizar nanomateriais por meio 
de rotas de síntese verde. Neste caso, 
pode-se utilizar como fonte primária ou 
iniciadora da rota um organismo biológico 
ou partes dele, como órgãos, tecidos, 
células, biomoléculas ou metabólitos 
(Mittal et al., 2013; Silva, 2017).

Os extratos vegetais são amplamente 
utilizados na síntese verde de nanopartí-
culas metálicas. A atividade antioxidante 
destes extratos exerce influência nesse 
processo, visto que a síntese ocorre por 
processos de oxirredução (Martinez- 
-Cabanas, 2021; Silva, 2017). Dessa 
forma, a avaliação da atividade antioxi-
dante de extratos aquosos de acessos 
vegetais conservados em BAGs torna-
-se uma estratégia relevante para essa 
aplicação.

Antioxidantes são compostos que 
ajudam a prevenir ou retardar o processo 
de oxidação celular (Pisoschi, 2012; 
Bedlovičová, 2020). Os antioxidantes 
podem ser classificados em primários, 
sinérgicos, removedores de oxigênio, 
biológicos, agentes quelantes e antio-
xidantes mistos (Halliwell, 1995). Uma 
das metodologias mais utilizadas para 
medir a atividade antioxidante é o método 
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) que 
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foi mencionado em cerca de 18600 
publicações entre 2013 e 2023 (Google 
Acadêmico, 2023). Além de ser ampla-
mente reportado na literatura, o método é 
prático por ser aplicável em temperatura 
ambiente, sendo altamente reprodutível 
e permitindo adaptações.

O DPPH é um radical de nitrogênio 
estável que pode ser utilizado como 
estratégia para medir a atividade antio-
xidante total (AAT) em compostos. Esse 
radical é reduzido quando entra em con-
tato com um antioxidante, sendo possível 
monitorar essa redução pela diminui-
ção da absorbância durante a reação 
(Brand-Williams et al., 1995). A partir dos 
resultados obtidos, é possível calcular a 
porcentagem de atividade antioxidante 
e/ou a porcentagem de DPPH remanes-
cente no meio. Adicionalmente, é possível 
calcular a concentração inibitória (IC50), 
que é definida como a concentração 
mínima necessária de antioxidante 
para inibir 50% de uma determinada 
concentração de radical. Outra medida 
calculada é a concentração de eficiência 
(EC50), que corresponde à quantidade de 
antioxidante necessária para reduzir 50% 
da quantidade inicial de radicais, sendo 
obtida a partir da razão entre o valor do 
IC50 e a concentração inicial de radical 
(Savatovic et al., 2012; Magalhães et al., 
2018). O DPPH é geralmente utilizado 
em amostras dissolvidas em solventes 
orgânicos, embora possa ser utilizado 
em amostras aquosas (Bobo-García, 
2015; Sahid, 2021). No entanto, o uso 
do DPPH em amostras aquosas requer 
adaptações para a homogeneização 
da reação. Neste caso, o método foi 

adaptado para melhorar a medição da 
atividade antioxidante em extratos aquo-
sos de materiais biológicos provenientes 
de acessos de plantas conservadas em 
BAGs, em reações de volume reduzido, 
especialmente aqueles utilizados para a 
síntese verde de nanopartículas.

Na análise da atividade antioxidante, 
é de grande importância estabelecer 
parâmetros de controle de qualidade do 
método para que os resultados alcan-
cem a confiabilidade exigida. O controle 
interno da qualidade, conhecido como 
controle intralaboratorial, é gerido pelo 
próprio laboratório e realizado frequen-
temente por meio de monitoramento do 
ensaio/processo pela análise de amos-
tras controle. As amostras controle têm 
resultados analíticos conhecidos e são 
analisadas na mesma sequência ana-
lítica que as amostras. Os resultados 
do controle devem apresentar precisão 
e exatidão adequadas para garantir a 
confiabilidade dos resultados da análise 
de toda a sequência analítica (De Oliveira 
et al., 2013). Neste comunicado, foram 
selecionados dois parâmetros essenciais: 
a avaliação da precisão do método por 
testes de repetibilidade e precisão inter-
mediária, e a avaliação da estabilidade 
do método por meio de carta controle 
da média. As condições de repetibili-
dade incluem a análise de amostras ou 
padrões com propriedades conhecidas 
em réplica, utilizando o mesmo procedi-
mento de medição, o mesmo analista, 
o mesmo instrumento sob as mesmas 
condições, o mesmo local e repetições 
em curto espaço de tempo. A precisão 
intermediária é reconhecida como a mais 
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representativa da variabilidade dos resul-
tados em um mesmo laboratório quando 
pelo menos um fator for modificado na 
análise em réplica, como, por exemplo, 
dia de análise ou analista. Na carta 
controle das médias, a propriedade do 
processo sob controle, representada pela 
média, não deve ultrapassar os limites de 
controle inferior (LCI) e de controle supe-
rior calculados (LCS) (De Oliveira et al., 
2013). Tais ferramentas são úteis e fáceis 
de aplicar na rotina, o que representa 
uma vantagem para o monitoramento 
contínuo dos experimentos e identifica-
ção de desvios e possíveis tendências 
em relação aos dados gerados.

Materiais, 
equipamentos 
e reagentes
Equipamentos e vidrarias

• Balança analítica

• Agitador vortex

• Centrífuga para microtubos

• Leitora de microplacas

• Cronômetro digital

• Micropipetas (P20, P200, P1000)

• Balão volumétrico de 100 mL

• Proveta de 50 mL

• Microplaca de 96 poços de fundo 
chato

• Microtubos de polipropileno com 
capacidade de 1,5 mL

• Papel de filtro (qualitativo 80 g)

• Funil simples

• Papel alumínio

• Capela de exaustão química

• Reservatório para descarte de lixo 
químico

• Reservatório para descarte de lixo 
biológico

Reagentes

• Álcool metílico P.A. (99,9%)

• Álcool etílico P.A. (99,9%)

• Água purificada tipo 1

• Ácido gálico P.A. (98,0%), PM = 
188,14 g/Mol

• Extran ® (1%)

• DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), 
PM = 394,32 g.Mol-1

Preparo de soluções

• DPPH (0,06 mM)

Em balão volumétrico, dissolver 
2,4 mg de DPPH em 100 mL de álcool 
metílico P.A. Em seguida, filtrar a solução 
e armazená-la no escuro a 4 °C até o 
momento das análises. A solução deve ser 
preparada no dia das análises para evitar 
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degradação do DPPH e utilizando-se uma 
capela de exaustão química.

• Ácido gálico (10-4 M)

Para a solução estoque a 10-2 M, 
pesar 17 mg de ácido gálico e dissolver 
em aproximadamente 2 mL de álcool etí-
lico P.A. e diluir em q.s.p. 10 mL de água 
purificada tipo 1. Aliquotar a solução em 
microtubos de 1,5 mL, envolver em papel 
alumínio e armazenar em freezer (-20 °C). 
Para a solução de uso, diluir 1 mL da 
solução estoque em q.s.p. 100 mL de 
água purificada tipo 1, resultando em uma 
solução a 10-4 M. Em seguida, colocar em 
microtubos de 1,5 mL (alíquotas), envol-
ver em papel alumínio e armazenar em 
freezer (-20 °C) até o momento do uso.

Protocolo do método 
de avaliação de 
DPPH adaptado 
em microplaca
Curva padrão de DPPH

A partir da solução padrão de DPPH 
0,06 mM, preparar soluções de DPPH de 
5 μM a 55 μM, em microtubos de 1,5 mL, 
conforme apresentado na Tabela 1. 
Preparar cada solução em triplicata e 
utilizar álcool metílico puro como branco.

Agitar as soluções preparadas 
em microtubos de 1,5 mL no agitador 

Tabela 1. Preparo das reações para curva padrão de DPPH.

Microtubo Álcool metílico P.A. 
(μL)

DPPH 0,06 mM 
(μL)

Concentração de 
DPPH (μM)

1 600  0  0

2 550  50  5

3 450 150 15

4 350 250 25

5 250 350 35

6 150 450 45

7  50 550 55

vortex. Depois, transferir 200 μL de cada 
solução para a microplaca de 96 poços 
em ambiente escuro e, após uma hora 
realizar a leitura no espectrofotômetro a 
515 nm (ou em leitora de placa 492 nm).

Para a construção do gráfico, plote as 
concentrações de DPPH no eixo X e as 
médias das absorbâncias subtraídas da 
média do valor de branco (álcool metílico 
P.A.) no eixo Y. Em seguida, calcule a 
equação da reta e o R² (Figura 1)
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Extração das amostras 
de materiais vegetais 
dos BAGs para 
avaliação da atividade 
antioxidante total (AAT)

A preparação da amostra desempe-
nha um papel essencial na separação 
do(s) componente(s) de interesse de 
outros compostos presentes na matriz 
que podem interferir posteriormente na 
determinação analítica. O processo de 
limpeza pode variar de acordo com o 
tipo de amostra. No presente trabalho, 
as amostras foram higienizadas utilizando 
Extran ®, conforme descrito a seguir: mer-
gulhe as amostras individualmente em 
Extran ® 1% por um minuto, enxágue com 
água purificada tipo 1 e seque em papel 
de filtro. Corte as amostras em pedaços 
de aproximadamente 1 cm. Obtenha os 
extratos através da infusão com água 

purificada tipo 1. Após ferver a água, adi-
cione a amostra (20 mg para cada mL de 
água) e deixe por 2 minutos. Em seguida, 
filtre o extrato utilizando um papel de filtro 
e ajuste o volume com água purificada 
tipo 1 para 20 mg mL-1. Use as amostras 
imediatamente ou congele em alíquotas 
de 1 mL em microtubos e armazene em 
um freezer em baixa temperatura (pre-
ferencialmente a -40 °C ou -80 °C) até o 
momento de uso.

Preparo das reações para 
avaliação da atividade 
antioxidante total (AAT)

Para avaliar a AAT é preciso executar 
a reação em ambiente escuro e seguir a 
ordem: adicionar 10 μL a 30 μL das amos-
tras (extratos) completando o volume para 
150 μL com água purificada tipo 1, em 
microtubos de 1,5 mL, conforme indicado 

Figura 1. Exemplo de curva padrão do DPPH com a equação da 
reta (Equação 1).
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na Tabela 2. Em seguida, adicione 450 μL 
de DPPH (0,06 mM). A partir da adição do 
DPPH, o tempo de contagem da reação é 
iniciado. Como controles, são utilizados: i. 
álcool metílico; ii. álcool metílico + DPPH; 
iii. ácido gálico + DPPH. Os detalhes das 
reações encontram-se na Tabela 2.

Agite as reações preparadas em 
microtubos de 1,5 mL no vortex. Após 

30 minutos de reação agite novamente 
os microtubos no vortex e transfira 200 μL 
de cada reação para a microplaca de 96 
poços em ambiente escuro. Caso as 
amostras utilizadas formem precipitado, 
recomenda-se centrifugar os microtubos 
para no mínimo 3,8 g por 2 minutos 
antes da transferência para a microplaca. 
A leitura no espectrofotômetro a 492 nm 
deve ser feita após uma hora de reação.

Tabela 2. Preparo das reações para avaliação da atividade antioxidante total (AAT).

Microtubo
Álcool 

metílico P.A. 
(μL)

Água 
purificada 
tipo 1 (μL)

Ácido gálico 
10-4 M 

(μL)

Amostra 
(μL)

DPPH 
0,06 mM 

(μL)

Volume 
final
(μL)

1 600 - - - - 600

2 150 - - - 450 600

3 -  90 60 - 450 600

4 - 140 - 10 450 600

5 - 130 - 20 450 600

6 - 120 - 30 450 600

Avaliação da precisão 
do método e controle 
interno da qualidade

Para a determinação da precisão 
do método de avaliação da capacidade 
antioxidante de extratos vegetais pelo 
método de DPPH em microplaca, as 
seguintes etapas devem ser seguidas:

– Para a determinação da repeti-
bilidade, analisar a porcentagem 
de inibição do radical DPPH pelo 

padrão de ácido gálico (controle 
interno) em dois níveis de concen-
tração (baixo e alto). Para cada 
nível de concentração, utilizar 
cinco replicatas, sendo que a 
repetibilidade do método deverá 
ser expressa em termos de desvio 
padrão relativo (DPR) do conjunto 
de dados.

– Para a determinação da precisão 
intermediária, avaliar de modo 
semelhante, levando-se em 
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consideração os desvios padrão 
relativos de dois conjuntos de 
dados extraídos por dois analistas 
diferentes.

– Como critério de aceitação da preci-
são do método, estabelecer DPR < 

5,0% para a repetibilidade e DPR < 
10% para a precisão intermediária 
de acordo com referência AOAC 
Internacional (2016). A Tabela 3 
apresenta os resultados obtidos 
nos experimentos de precisão.

Tabela 3. Dados obtidos para a determinação da precisão do método de avaliação da atividade 
antioxidante total (AAT) de extratos vegetais por DPPH.

Concentração 
de ácido gálico 

(µg)

% inibição 
do DPPH 
Analista 1

% inibição do DPPH 
Analista 2 Média Desvio- 

-padrão

DPR (%) 
Precisão 

Intermediária

0,51

72,6
71,6
69,5
70,5
67,9

71,5
71,5
70,9
71,5
71,5

70,9 1,3 1,9

Média 70,9 71,4
Desvio padrão  1,3  0,3

DPR (%) 
Repetibilidade  1,9  0,4

Concentração 
de ácido gálico 

(µg)

% inibição 
do DPPH 
Analista 1

% inibição do DPPH 
Analista 2 Média Desvio- 

-padrão

DPR (%) 
Precisão 

Intermediária

1,02

88,9
88,9
90,0
90,0
90,0

88,8
88,8
88,2
88,8
88,0

89,1 0,7 0,8

Média 89,6 88,6
Desvio padrão  0,6  0,3

DPR (%) 
Repetibilidade  0,6  0,4

Para a avaliação da estabilidade do 
método de avaliação da capacidade 
antioxidante de extratos vegetais, seguir 
o seguinte procedimento:

– Analisar a média das absorbâncias 
da solução de DPPH após reação 

com 1,02 µg (60 µL) de padrão de 
ácido gálico ao longo de 20 rea-
ções, no mínimo;

– Construir a carta controle das 
médias, representada por um 
gráfico, atribuindo para o eixo das 
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abscissas numeração sequencial 
das reações (podem ser as datas 
das reações), e no eixo das orde-
nadas, os resultados obtidos das 
médias das absorbâncias das 
reações de DPPH com 1,02 µg de 
ácido gálico, em triplicata, menos a 
absorbância do branco (Figura 1).

– Determinar a linha central da carta 
controle representada pelas médias 
das médias das absorbâncias das 
reações de DPPH com 1,02 µg 
de ácido gálico durante o período 
analisado.

– Determinar os limites de controle 
superior e inferior que apontam 
erros formados ou com tendência 
de se formarem. Para a determina-
ção dos limites de controle, aplicar 
as equações 1 e 2.

– Verificar a ocorrência de pontos fora 
dos limites de controle, que indicam 
a presença de causas especiais 
(falhas operacionais) avaliando 
se os resultados das médias das 
absorbâncias das reações de 
DPPH com ácido gálico ultrapas-
sam os limites superior e inferior 
(LCS e LCI).

– Se houver a constatação de pontos 
fora de controle, as causas deverão 
ser identificadas e corrigidas, e após 
isso, calcular novos limites. Repetir 
o processo até considerar que o pro-
cesso atingiu o estado de controle.

Os dados da Tabela 4 foram usados 
como exemplo para o cálculo dos limites 
e construção da carta controle da reação 
de DPPH com o padrão de ácido gálico 

para o monitoramento do método de 
avaliação da capacidade antioxidante de 
extratos vegetais (Figura 2).

Equação 1: LCS = X + 3 × σ
Equação 2: LCI = X - 3 × σ
Em que:
X = Média das médias das absorbâncias 
durante o período estudado
σ = Desvio padrão das médias

Cálculos necessários 
para a avaliação da 
avaliação da atividade 
antioxidante total (AAT)

A concentração de eficiência (EC50) 
é uma propriedade bastante utilizada 
para expressar a AAT de material vege-
tal (Rufino et al., 2007; Savatović et al., 
2012; Magalhães et al., 2018). Esta é 
definida pela quantidade eficiente de 
antioxidante necessária para reduzir 50% 
a concentração inicial de DPPH. Quanto 
menor o valor de EC50 maior é a capa-
cidade antioxidante da amostra.

Para o cálculo do EC50 são neces-
sários os seguintes parâmetros e seus 
procedimentos:

a) Média das absorbâncias da solu-
ção controle:

• Preparar a solução controle em tri-
plicata referente à 450 µL de DPPH 
0,06 mM +150 µL de metanol con-
forme protocolo descrito no tópico 
¨Curva padrão de DPPH¨.
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Figura 2. Carta de controle para absorbâncias de ácido gálico 
(médias). Em que: 1) linha azul representa as médias das absor-
bâncias de ácido gálico ao longo dos dias utilizando-se dois ana-
listas; 2) linha cinza: média das médias da absorbância de ácido 
gálico; 3) linha vermelha (pontilhada) limite de controle.

Tabela 4. Dados utilizados para a construção da carta controle de médias de absorbâncias de 
ácido gálico (1,02 μg).

Medidas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Média das 
absorbâncias 0,030 0,031 0,039 0,026 0,021 0,019 0,018 0,020 0,023 0,034

Medidas 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Média das 
absorbâncias 0,026 0,023 0,025 0,028 0,019 0,020 0,017 0,023 0,025 0,028

Média das médias (linha central da carta controle)

0,0247

Desvio das médias

0,0057

LCS

 X + 3 × σ = 0,0445

LCI

X - 3 × σ = 0,0071
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• Medir as absorbâncias das réplicas 
da solução controle após tempo 
de estabilização definido pelo 
protocolo.

• Calcular a média das absorbâncias.

b) Equação da curva de regressão 
de DPPH;

• A equação de regressão de DPPH 
está representada na Equação 1. 
Nessa equação substitua: y = Média 
das absorbâncias da solução con-
trole ÷ 2 e obtenha x = resultado em 
μM DPPH.

• Transforme μM DPPH em g de 
DPPH conforme a equação: g 
DPPH = (μM DPPH / 1×106) × 
394,3 (massa molar do DPPH) - 
Expressão 1.

c) Cálculo da atividade antioxidante 
total (AAT).

• Plotar as diferentes concentrações 
do extrato em mg L-1 no eixo X 
(mg L-1) e as respectivas médias das 
absorbâncias no eixo Y. Determinar 
a equação da reta (Equação 2).

• Substituir a média da absorbância 
da solução controle ÷ 2 pelo Y da 
Equação 2 e encontre X (mg L-1), que 
corresponde à amostra necessária 
para reduzir em 50% a concentração 
inicial do radical DPPH (EC50).

• Para que seus dados possam ser 
comparados universalmente, é 

importante expressar EC50 (mg L-1) 
em g amostra / g DPPH. Para isso 
use a expressão: g material vegetal / 
g DPPH = (EC50 (mg/L) / 1.000 * 
1) / g DPPH, Expressão 2.

Uma outra forma bastante utilizada 
para expressar a capacidade antioxidante 
é por meio do percentual de inibição do 
DPPH. Em teoria, quanto maior o per-
centual de inibição ou estabilização do 
radical DPPH pela amostra, maior será 
a sua atividade antioxidante.

A porcentagem de inibição é obtida 
pela diferença entre a porcentagem total 
do radical no início da reação (100%) e 
o percentual de radical remanescente 
[% Inibição de DPPH = 100 - %DPPH 
remanescente], Expressão 3, sendo que:

• A quantidade de radical DPPH 
remanescente na solução é calcu-
lada a partir da razão entre a absor-
bância da amostra e a média das 
absorbâncias da solução controle 
[% DPPH remanescente = (Abs. 
amostra ÷ Abs. controle) × 100], 
Expressão 4, sendo que a Abs. da 
amostra depende da sua concentra-
ção e o % de inibição é dependente 
dessa concentração.

Aplicação 
(exemplo prático)

A atividade antioxidante total do 
extrato aquoso de casca de caju (20 × 103 
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mg L-1), proveniente do acesso BGC 473 
obtido no BAG da Embrapa, foi avaliada 
de acordo com as etapas descritas nos 
tópicos ¨Preparo das reações para avalia-
ção da atividade antioxidante total (AAT)¨. 
Os acessos foram obtidos nos BAGs 
Embrapa. Os acessos foram submersos 
individualmente em Extran 1% (durante 
1 minuto), enxaguados em água purifi-
cada tipo 1 e secados em papel de filtro. 
Os acessos foram cortados em aproxima-
damente 1 cm. Os extratos foram obtidos 
por infusão. Para cada 20mg de amostra 
era adicionado 1mL de água em estado 
de fervura durante 2 minutos. Em seguida 
o extrato obtido era filtrado utilizando-se 
papel de filtro e o volume do extrato foi 
corrigido para concentração final de 
20 mg mL-1 utilizando-se água purificada 
tipo 1. As amostras foram usadas imedia-
tamente ou congeladas em alíquotas de 
1mL em microtubos e armazenadas em 
freezer -40 °C até o momento do uso. 
Já as reações foram realizadas de acordo 
com a Tabela 5. As médias das absor-
bâncias obtidas para a solução controle 

e para o extrato em diferentes concentra-
ções foram subtraídas pela absorbância 
do branco (álcool metílico P.A) e estão 
apresentadas na Tabela 6.

A partir dos dados obtidos da Tabela 
6, construiu-se a curva de regressão do 
extrato, no qual o eixo X representa a 
concentração de extrato em mg L-1 e o Y 
as médias das absorbâncias (Figura 3).

A partir da equação da reta obtida: Y = 
-8,7 × 10-5* X + 0,134, calculou-se o EC50 
após a substituição do Y por 0,081 que 
representa a metade da absorbância do 
controle (metanol + DPPH : 0,163 ÷2).

Y = -8,7 × 10-5* X + 0,134

0,081 = -8,7 × 10-5* X + 0,134

x = 0,0061X105

x = 610 mg L-1

x = 610 mg L-1 = EC50

Para que os dados pudessem ser 
comparados universalmente, o EC50 
foi calculado em termos de gramas de 

Tabela 5. Preparo das reações com as amostras (extrato aquoso de caju) para a avaliação da 
atividade antioxidante total (AAT).

Microtubo
Álcool 

metílico 
P.A. (μL)

Água 
purificada 
tipo 1 (μL)

Ácido gálico 
10-4 M (μL)

Amostra 
(μL)

DPPH 0,06 
mM (μL)

Volume 
final 
(μl)

1 600 - - - - 600

2 150 - - - 450 600

3 -  90 60 - 450 600

4 - 140 - 10 450 600

5 - 130 - 20 450 600

6 - 120 - 30 450 600
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Tabela 6. Medida da avaliação da atividade antioxidante total (AAT) em extrato aquoso de caju 
em diferentes concentrações em um volume final de reação de 600 μL.

Microtubo Ácido gálico 
10-4 M (μL) Amostra (μL) Concentração 

padrão ou amostra
Absorbância 

(média)

1 - - - 0,035 +/- 0,001

2 - - - 0,163 +/- 0,012

3 60 -   1,7 mg L-1 0,018 +/- 0,001

4 - 10 3,33.102 mg L-1 0,105 +/- 0,001

5 - 20 6,67.102 mg L-1 0,076+/- 0,003

6 - 30  1,0.103 mg L-1 0,047 +/- 0,001

Figura 3. Curva de reação entre DPPH e o extrato aquoso de cascas 
de caju.

amostra por gramas de DPPH (g amos-
tra / g DPPH). Para isso utilizou-se as 
Expressões 1 e 2:

g DPPH = (μM DPPH / 1 × 106) × 394,3 
(massa molar do DPPH) - Expressão 1.

μM DPPH = [(0,163 / 2) + 6,9 × 10-3] / 
5,4 × 10-3 = 16,27

g DPPH = (16,27/1 × 106 ) × 394,3 = 
6,4 × 10-3 g

g amostra / g DPPH = (EC50 (mg L-1) / 
1.000 × 1) / g DPPH - Expressão 2.

g amostra /  g DPPH = (610 / 
1.000×1)/6,4×10-3 g = 95,3 g amostras/
grama de DPPH

As porcentagens de inibição do ácido 
gálico e dos extratos de caju (BGC 
473) nas concentrações de 333 mg L-1, 
667 mg L-1 e 1.000 mg L-1 foram determi-
nadas por meio das expressões 3 e 4 e 
apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Determinação da AAT de extratos de cascas de caju expressa em porcentagem de 
inibição de DPPH.

Amostra
Concentração do padrão 

de ácido gálico e dos 
extrato (mg L-1)

DPPH remanescente % Inibição do 
DPPH

Padrão ácido gálico 1,7 0,018 ÷ 0,163 × 100 = 
11,04 100 - 11,04 = 88,96

Extrato de caju 333 0,105 ÷ 0,163 × 100 = 
64,42 100 - 64,42 = 35,58

Extrato de caju 667 0,076 ÷ 0,163 × 100 = 
46,63 100 - 46,63 = 53,37

Extrato de caju 1000 0,047 ÷ 0,163 × 100 = 
28,83 100 - 28,83 = 71,17

Gerenciamento 
dos resíduos

A gestão de resíduos para medição 
da AAT de extratos vegetais utilizando o 
método de DPPH deve ser realizada com 
cuidado para minimizar os danos ao meio 
ambiente e à saúde humana. Devem ser 
segregados os resíduos químicos con-
tendo somente o DPPH (antes e após a 
reação com os extratos e com o ácido 
gálico), os resíduos contendo somente 
o padrão de ácido gálico dissolvido e os 
resíduos de solventes orgânicos (solven-
tes não halogenados). Estes resíduos 
devem ser acondicionados em frascos 
apropriados de polietileno ou em frascos 
de vidro, etiquetados com as informações 
do resíduo, inclusive com a concentração 
aproximada, vedados e dispostos em 
locais apropriados até serem recolhidos 
para descarte final. Recomenda-se sem-
pre seguir as diretrizes padrão estabe-
lecidas pelas agências governamentais 

relevantes ao gerenciamento de resíduos 
químicos.
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