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Apresentacao

Os Bancos Ativos de Germoplasma
(BAGs) da Embrapa tém como finalidade
a conservagao do material genético de
espécies vegetais para uso imediato ou
futuro. Eles representam uma importante
fonte de diversidade genética e matéria-
-prima para diferentes aplicagcdes na area
agricola, biotecnolégica e alimenticia.
A diversidade presente nos acessos das
espécies vegetais armazenadas nos
BAGs pode ser explorada pela carac-
terizacao de diferentes acessos. Isso é
considerado uma estratégia relevante
para a valorizacao e elucidagao de possi-
veis aplicagdes futuras. A nanotecnologia
verde utiliza substancias quimicas nao
téxicas, biodegradaveis e de baixo custo
para sintetizar nanomateriais. Os extra-
tos vegetais sdo amplamente utilizados
para a sintese de nanoparticulas meta-
licas, sendo importante a avaliagao da
atividade antioxidante desses extratos.

Para essa avaliagao, o método baseado
na eliminagdo do radical livre estavel
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) pode
ser utilizado por ser pratico, reprodutivel e
permitir adaptacdes. E possivel calcular a
porcentagem de atividade antioxidante, a
porcentagem de DPPH remanescente no
meio, a concentragao inibitoria (IC50) e a
concentragao de eficiéncia (EC50) a partir
dos resultados obtidos. Embora o DPPH
seja frequentemente utilizado em amos-
tras dissolvidas em solventes organicos,
€ possivel utiliza-lo em amostras aquo-
sas. Na anadlise da atividade antioxidante,
€ de grande importancia estabelecer
parametros de controle de qualidade do
método para que os resultados alcan-
cem a confiabilidade exigida. O controle
interno da qualidade, conhecido como
controle intralaboratorial, € gerido pelo
préprio laboratério e realizado frequen-
temente por meio de monitoramento do
ensaio/processo pela analise de amos-
tras controle. As amostras controle tém



resultados analiticos conhecidos e sao
analisadas na mesma sequéncia analitica
que as amostras. Dois parametros essen-
ciais foram selecionados para o controle
de qualidade. O primeiro é a avaliagao
da precisdo do método por testes de
repetibilidade e precisao intermediaria.
O segundo refere-se a avaliagao da
estabilidade do método por meio de carta
controle da média. O controle interno da
qualidade é gerenciado pelo préprio labo-
ratério por meio da analise de amostras
controle com resultados analiticos conhe-
cidos na mesma sequéncia analitica que
as amostras. A preciséo intermediaria é
reconhecida como a mais representativa
da variabilidade dos resultados em um
mesmo laboratério, enquanto a carta
controle das médias é util para o moni-
toramento da propriedade do processo
sob controle.

Introducao

Os Bancos Ativos de Germoplasma
(BAGs) da Embrapa séo unidades de
conservacgao 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-
¢des na area agricola, biotecnoldgica,
alimenticia, entre outras (Padua et al.,
2020). A Embrapa conserva 165 BAGs
de espécies vegetais de importancia para
0 agronegécio e a segurancga alimentar
da populacgao brasileira (Portal Alelo,
2023). Entre as vantagens de se utilizar
material proveniente de um BAG esta

a possibilidade de explorar a grande
variedade intraespecifica presente nos
acessos. Portanto, a caracterizagéo de
diferentes acessos € uma importante
estratégia de valoriza-los e elucidar pos-
siveis aplicagdes futuras.

A nanotecnologia verde utiliza subs-
tdncias quimicas relativamente nao
toxicas, biodegradaveis e de custo baixo
para sintetizar nanomateriais por meio
de rotas de sintese verde. Neste caso,
pode-se utilizar como fonte primaria ou
iniciadora da rota um organismo biolégico
ou partes dele, como érgéaos, tecidos,
células, biomoléculas ou metabdlitos
(Mittal et al., 2013; Silva, 2017).

Os extratos vegetais sdo amplamente
utilizados na sintese verde de nanoparti-
culas metélicas. A atividade antioxidante
destes extratos exerce influéncia nesse
processo, visto que a sintese ocorre por
processos de oxirredugédo (Martinez-
-Cabanas, 2021; Silva, 2017). Dessa
forma, a avaliagao da atividade antioxi-
dante de extratos aquosos de acessos
vegetais conservados em BAGs torna-
-se uma estratégia relevante para essa
aplicagao.

Antioxidantes sao compostos que
ajudam a prevenir ou retardar o processo
de oxidacao celular (Pisoschi, 2012;
Bedlovicova, 2020). Os antioxidantes
podem ser classificados em primarios,
sinérgicos, removedores de oxigénio,
biolégicos, 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



foi mencionado em cerca de 18600
publicagdes entre 2013 e 2023 (Google
Académico, 2023). Além de ser ampla-
mente reportado na literatura, o método é
pratico por ser aplicavel em temperatura
ambiente, sendo altamente reprodutivel
e permitindo adaptacgdes.

O DPPH é um radical de nitrogénio
estavel 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 possivel
monitorar essa reduc¢do pela diminui-
¢ao da absorbancia durante a reagao
(Brand-Williams et al., 1995). A partir dos
resultados obtidos, é possivel calcular a
porcentagem de atividade antioxidante
e/ou a porcentagem de DPPH remanes-
cente no meio. Adicionalmente, é possivel
calcular a concentragéo inibitoria (1C50),
que é definida como a concentracao
minima necessaria de antioxidante
para inibir 50% de uma determinada
concentragao de radical. Outra medida
calculada é a concentragao de eficiéncia
(EC50), que corresponde a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir 50%
da quantidade inicial de radicais, sendo
obtida a partir da razao entre o valor do
IC50 e a concentracéo inicial de radical
(Savatovic et al., 2012; Magalhaes et al.,
2018). O DPPH é geralmente utilizado
em amostras dissolvidas em solventes
organicos, embora possa ser utilizado
em amostras aquosas (Bobo-Garcia,
2015; Sahid, 2021). No entanto, o uso
do DPPH em amostras aquosas requer
adaptagbes para a homogeneizacao
da reacdo. Neste caso, o método foi

adaptado para melhorar a medi¢ao da
atividade antioxidante em extratos aquo-
sos de materiais bioldgicos provenientes
de acessos de plantas conservadas em
BAGs, em reagdes de volume reduzido,
especialmente aqueles utilizados para a
sintese verde de nanoparticulas.

Na analise da atividade antioxidante,
€ de grande importancia estabelecer
parametros de controle de qualidade do
método para que os resultados alcan-
cem a confiabilidade exigida. O controle
interno da qualidade, conhecido como
controle intralaboratorial, &€ gerido pelo
préprio laboratério e realizado frequen-
temente por meio de monitoramento do
ensaio/processo pela analise de amos-
tras controle. As amostras controle tém
resultados analiticos conhecidos e sao
analisadas na mesma sequéncia ana-
litica que as amostras. Os resultados
do controle devem apresentar precisao
e exatiddo adequadas para garantir a
confiabilidade dos resultados da analise
de toda a sequéncia analitica (De Oliveira
et al., 2013). Neste comunicado, foram
selecionados dois parametros essenciais:
a avaliagao da precisdo do método por
testes de repetibilidade e precisao inter-
mediaria, e a avaliagao da estabilidade
do método por meio de carta controle
da média. As condi¢gdes de repetibili-
dade incluem a analise de amostras ou
padrbes com propriedades conhecidas
em réplica, utilizando o mesmo procedi-
mento de medi¢gdo, o mesmo analista,
0 mesmo instrumento sob as mesmas
condigdes, o mesmo local e repeticdes
em curto espacgo de tempo. A precisao
intermediaria é reconhecida como a mais



representativa da variabilidade dos resul-
tados em um mesmo laboratério quando
pelo menos um fator for modificado na
analise em réplica, como, por exemplo,
dia de andlise ou analista. Na carta
controle das médias, a propriedade do
processo sob controle, representada pela
média, ndo deve ultrapassar os limites de
controle inferior (LCI) e de controle supe-
rior calculados (LCS) (De Oliveira et al.,
2013). Tais ferramentas so Uteis e faceis
de aplicar na rotina, o que representa
uma vantagem para o monitoramento
continuo dos experimentos e identifica-
¢ao de desvios e possiveis tendéncias
em relagdo aos dados gerados.

Materiais,
equipamentos
e reagentes

Equipamentos e vidrarias

* Balanga analitica

» Agitador vortex

» Centrifuga para microtubos

* Leitora de microplacas

» Cronbémetro digital

* Micropipetas (P20, P200, P1000)
+ Baldo volumétrico de 100 mL

» Proveta de 50 mL

* Microplaca de 96 pogos de fundo
chato

* Microtubos de polipropileno com
capacidade de 1,5 mL

» Papel de filtro (qualitativo 80 g)

* Funil simples

» Papel aluminio

» Capela de exaustdo quimica

* Reservatdrio para descarte de lixo
quimico

» Reservatoério para descarte de lixo
biolégico

Reagentes

+ Alcool metilico P.A. (99,9%)
+ Alcool etilico P.A. (99,9%)
+ Agua purificada tipo 1

+ Acido galico P.A. (98,0%), PM =
188,14 g/Mol

« Extran® (1%)

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

Preparo de solucdes

- DPPH (0,06 mM)

Em baldo volumétrico, dissolver
2,4 mg de DPPH em 100 mL de alcool
metilico P.A. Em seguida, filtrar a solugcao
e armazena-la no escuro a 4 °C até o
momento das analises. A solugéo deve ser
preparada no dia das analises para evitar



degradacao do DPPH e utilizando-se uma
capela de exaustao quimica.

+ Acido galico (10 M)

Para a solugdo estoque a 102 M,
pesar 17 mg de acido galico e dissolver
em aproximadamente 2 mL de alcool eti-
lico P.A. e diluirem g.s.p. 10 mL de agua
purificada tipo 1. Aliquotar a solugdo em
microtubos de 1,5 mL, envolver em papel
aluminio e armazenar em freezer (-20 °C).
Para a solugao de uso, diluir 1 mL da
solugao estoque em q.s.p. 100 mL de
agua purificada tipo 1, resultando em uma
solugdo a 10 M. Em seguida, colocar em
microtubos de 1,5 mL (aliquotas), envol-
ver em papel aluminio e armazenar em
freezer (-20 °C) até o momento do uso.

Protocolo do método
de avaliacao de
DPPH adaptado

em microplaca

Curva padrao de DPPH

A partir da solugéo padrao de DPPH
0,06 mM, preparar solu¢des de DPPH de
5 uM a 55 yM, em microtubos de 1,5 mL,
conforme apresentado na Tabela 1.
Preparar cada solugdo em ftriplicata e
utilizar alcool metilico puro como branco.

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

Tabela 1. Preparo das reagdes para curva padrao de DPPH.

Alcool metilico P.A.

Microtubo

(ML)
600
550
450
350
250
150

50

~N o g A WN -

vortex. Depois, transferir 200 yL de cada
solugao para a microplaca de 96 pogos
em ambiente escuro e, apés uma hora
realizar a leitura no espectrofotdmetro a
515 nm (ou em leitora de placa 492 nm).

DPPH 0,06 mM Concentragao de
(bL) DPPH (uM)
0 0
50 5
150 15
250 25
350 35
450 45
550 65

Para a construcao do grafico, plote as
concentragdes de DPPH no eixo X e as
médias das absorbancias subtraidas da
média do valor de branco (alcool metilico
P.A.) no eixo Y. Em seguida, calcule a
equacao da reta e o R? (Figura 1)



Curva padrao de DPPH

0,10 T /
0,05 T

Absorbancia (média - branco)

® -Equagéo 1 =5,37E-03*X + -6,94E-03 R” = 0,999 /

/
/

0,15 + /

0,00 /

0 5 10 15 20

30 35 40 45 50 55

DPPH (uM)

Figura 1. Exemplo de curva padrédo do DPPH com a equacéo da

reta (Equagao 1).

Extracado das amostras
de materiais vegetais
dos BAGs para
avaliacao da atividade
antioxidante total (AAT)

A preparagcao da amostra desempe-
nha um papel essencial na separagao
do(s) componente(s) de interesse de
outros compostos presentes na matriz
que podem interferir posteriormente na
determinagao analitica. 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, enxague com
agua purificada tipo 1 e seque em papel
de filtro. Corte as amostras em pedacos
de aproximadamente 1 cm. Obtenha os
extratos através da infusdo com agua

purificada tipo 1. Apés ferver a agua, adi-
cione a amostra (20 mg para cada mL de
agua) e deixe por 2 minutos. Em seguida,
filtre o extrato utilizando um papel de filtro
e ajuste o volume com agua purificada
tipo 1 para 20 mg mL™". Use as amostras
imediatamente ou congele em aliquotas
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 reacdes para
avaliacao da atividade
antioxidante total (AAT)

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



na Tabela 2. Em seguida, adicione 450 pL
de DPPH (0,06 mM). A partir da adi¢cdo do
DPPH, o tempo de contagem da reagéo é
iniciado. Como controles, sao utilizados: i.
alcool metilico; ii. alcool metilico + DPPH,;
iii. acido galico + DPPH. Os detalhes das
reacdes encontram-se na Tabela 2.

Agite as reacbes preparadas em
microtubos de 1,5 mL no vortex. Apos

30 minutos de reagao agite novamente
0s microtubos no vortex e transfira 200 uL
de cada reagao para a microplaca de 96
pocos em ambiente escuro. Caso as
amostras utilizadas formem precipitado,
recomenda-se centrifugar os microtubos
para no minimo 3,8 g por 2 minutos
antes da transferéncia para a microplaca.
A leitura no espectrofotdmetro a 492 nm
deve ser feita apés uma hora de reacéo.

Tabela 2. Preparo das reacdes para avaliacao da atividade antioxidante total (AAT).

Alcool Agua
Microtubo metilico P.A. purificada
(bL) tipo 1 (uL)
1 600 -
2 150 -
3 - 90
4 - 140
5 - 130
6 - 120

Avaliacao da precisao
do método e controle
interno da qualidade

Para a determinagao da precisao
do método de avaliagdo da capacidade
antioxidante de extratos vegetais pelo
método de DPPH em microplaca, as
seguintes etapas devem ser seguidas:

— Para a determinagado da repeti-
bilidade, analisar a porcentagem
de inibicdo do radical DPPH pelo

Acido galico

10-4 M

DPPH Volume

Amostra o 06 mM  final

L

(uL) (Wb) (uL) (uL)
- - - 600

- - 450 600
60 - 450 600
= 10 450 600

- 20 450 600

- 30 450 600

padrao de acido galico (controle
interno) em dois niveis de concen-
tracdo (baixo e alto). Para cada
nivel de concentragao, utilizar
cinco replicatas, sendo que a
repetibilidade do método devera
ser expressa em termos de desvio
padrao relativo (DPR) do conjunto
de dados.

— Para a determinagao da precisao
intermediaria, avaliar de modo
semelhante, levando-se em



consideragao os desvios padrao 5,0% para a repetibilidade e DPR <
relativos de dois conjuntos de 10% para a precisao intermediaria
dados extraidos por dois analistas de acordo com referéncia AOAC
diferentes. Internacional (2016). A Tabela 3
— Como critério de aceitagdo da preci- apresenta os resultados obtidos
sao do método, estabelecer DPR < nos experimentos de precisao.

Tabela 3. Dados obtidos para a determinagao da precisao do método de avaliagéo da atividade
antioxidante total (AAT) de extratos vegetais por DPPH.

Concentragdao % inibicao

()
% inibigao do DPPH Desvio-  DPR (%)

de acido galico do DPPH Analista 2 Meédia adrio Preciséao
(ng) Analista 1 P Intermediaria
72,6 71,5
71,6 71,5
0,51 69,5 70,9 70,9 1,3 1,9
70,5 71,5
67,9 71,5
Média 70,9 71,4
Desvio padrao 1,3 0,3
0,
DPR (%) 1,9 0.4

Repetibilidade
Concentragcao % inibicao

[
% inibigao do DPPH Desvio-  DPR (%)

de acido galico do DPPH Analista 2 Média _ adrio Precisao
(ng) Analista 1 P Intermediaria
88,9 88,8
88,9 88,8
1,02 90,0 88,2 89,1 0,7 0,8
90,0 88,8
90,0 88,0
Média 89,6 88,6
Desvio padrao 0,6 0,3
DPR (%)
Repetibilidade De g
Para a avaliagao da estabilidade do com 1,02 ug (60 L) de padréo de
método de avaliacdo da capacidade acido galico ao longo de 20 rea-
antioxidante de extratos vegetais, seguir ¢bes, no minimo;

0 seguinte procedimento: .
9 P — Construir a carta controle das

— Analisar a média das absorbancias médias, representada por um
da solugédo de DPPH apds reagao grafico, atribuindo para o eixo das
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abscissas numeracgao sequencial
das reacbes (podem ser as datas
das reagoes), e no eixo das orde-
nadas, os resultados obtidos das
médias das absorbancias das
reagbes de DPPH com 1,02 ug de
acido galico, em triplicata, menos a
absorbancia do branco (Figura 1).

— Determinar a linha central da carta
controle representada pelas médias
das médias das absorbancias das
reacdes de DPPH com 1,02 ug
de acido galico durante o periodo
analisado.

— Determinar os limites de controle
superior e inferior que apontam
erros formados ou com tendéncia
de se formarem. Para a determina-
¢ao dos limites de controle, aplicar
as equacgoes 1 e 2.

— Verificar a ocorréncia de pontos fora
dos limites de controle, que indicam
a presenca de causas especiais
(falhas operacionais) avaliando
se os resultados das médias das
absorbancias das reagdes de
DPPH com acido galico ultrapas-
sam os limites superior e inferior
(LCS e LCI).

— Se houver a constatagdo de pontos
fora de controle, as causas deverao
ser identificadas e corrigidas, e apos
isso, calcular novos limites. Repetir
0 processo até considerar que o pro-
cesso atingiu o estado de controle.

Os dados da Tabela 4 foram usados
como exemplo para o calculo dos limites
e construgao da carta controle da reacao
de DPPH com o padrao de acido galico

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

Equacédo 1: LCS=X+3x0o

Equacdo 2: LCI=X-3x0o

Em que:

X = Média das médias das absorbancias
durante o periodo estudado

o0 = Desvio padrao das médias

Calculos necessarios
para a avaliacdo da
avaliacao da atividade
antioxidante total (AAT)

A concentracao de eficiéncia (EC50)
€ uma propriedade bastante utilizada
para expressar a AAT de material vege-
tal (Rufino et al., 2007; Savatovic¢ et al.,
2012; Magalhées et al., 2018). Esta é
definida pela quantidade eficiente de
antioxidante necessaria para reduzir 50%
a concentracao inicial de DPPH. Quanto
menor o valor de EC50 maior é a capa-
cidade antioxidante da amostra.

Para o calculo do EC50 sao neces-
sarios os seguintes parametros e seus
procedimentos:

a) Média das absorbancias da solu-
¢ao controle:

* Preparar a solugéo controle em tri-
plicata referente a 450 uL de DPPH
0,06 mM +150 uL de metanol con-
forme protocolo descrito no tépico
“Curva padréao de DPPH".
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Tabela 4. Dados utilizados para a construgéo da carta controle de médias de absorbancias de
acido galico (1,02 ug).

Medidas 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
Médiadas 430 0031 0,039 0,026 0,021 0,019 0,018 0,020 0,023 0,034
absorbancias
Medidas M 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Médiadas 4556 0,023 0,025 0,028 0,019 0020 0,017 0,023 0,025 0,028
absorbancias

Média das médias (linha central da carta controle)
0,0247
Desvio das médias
0,0057
LCS
X+ 3 x 0 =0,0445
LCI
X-3x a0 =0,0071

Carta controle das médias
0,045 T

0,040 T

0,035 T

0,030 T A

0,025 1 v/\ .
0,020 T \.\,// \/\/

0,015 T
0,010 T

0,005 T

Absorbancia padrao - branco (metanol)

0,000
123 45 6 78 9 101112 13 1415 1617 18 19 20

Figura 2. Carta de controle para absorbancias de acido galico
(médias). Em que: 1) linha azul representa as médias das absor-
bancias de acido galico ao longo dos dias utilizando-se dois ana-
listas; 2) linha cinza: média das médias da absorbancia de acido
galico; 3) linha vermelha (pontilhada) limite de controle.
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» Medir as absorbancias das réplicas

da solugao controle apdés tempo
de estabilizagdo definido pelo
protocolo.

 Calcular a média das absorbancias.

b) Equacdo da curva de regressao

de DPPH;

* A equacéo de regressao de DPPH

esta representada na Equacgao 1.
Nessa equacao substitua: y = Média
das absorbancias da solugao con-
trole + 2 e obtenha x = resultado em
JM DPPH.

Transforme yuM DPPH em g de
DPPH conforme a equacgéo: g
DPPH = (uM DPPH / 1x10°) x
394,3 (massa molar do DPPH) -
Expresséao 1.

c) Calculo da atividade antioxidante

total (AAT).

 Plotar as diferentes concentragdes

do extrato em mg L' no eixo X
(mg L") e as respectivas médias das
absorbancias no eixo Y. Determinar
a equacao da reta (Equacgéo 2).

Substituir a média da absorbancia
da solugao controle + 2 pelo Y da
Equacao 2 e encontre X (mg L"), que
corresponde a amostra necessaria
para reduzir em 50% a concentragao
inicial do radical DPPH (EC50).

Para que seus dados possam ser
comparados universalmente, é

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

Uma outra forma bastante utilizada
para expressar a capacidade antioxidante
€ por meio do percentual de inibigao do
DPPH. Em teoria, quanto maior o per-
centual de inibigao ou estabilizacdo do

radical DPPH pela amostra, maior sera
a sua atividade antioxidante.

A porcentagem de inibicao é obtida
pela diferenga entre a porcentagem total
do radical no inicio da reagéo (100%) e
o percentual de radical remanescente
[% Inibicao de DPPH = 100 - %DPPH
remanescente], Expressao 3, sendo que:

* A quantidade de radical DPPH
remanescente na solugao é calcu-
lada a partir da razao entre a absor-
béncia da amostra e a média das
absorbancias da solugao controle
[% DPPH remanescente = (Abs.
amostra + Abs. controle) x 100],
Expresséao 4, sendo que a Abs. da
amostra depende da sua concentra-
¢ao e 0 % de inibigdo é dependente
dessa concentragéo.

Aplicacao
(exemplo pratico)

A atividade antioxidante total do
extrato aquoso de casca de caju (20 x 10°



mg L), proveniente do acesso BGC 473
obtido no BAG da Embrapa, foi avaliada
de acordo com as etapas descritas nos
tépicos "Preparo das reacgdes para avalia-
¢ao 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 agua purifi-
cada tipo 1 e secados em papel de filtro.
Os acessos foram cortados em aproxima-
damente 1 cm. Os extratos foram obtidos
por infusdo. Para cada 20mg de amostra
era adicionado 1mL de agua 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 concentragao final de
20 mg mL™" utilizando-se agua purificada
tipo 1. As amostras foram usadas imedia-
tamente ou congeladas em aliquotas de
1mL em microtubos e armazenadas em
freezer -40 °C até o momento do uso.
Ja as reacoes foram realizadas de acordo
com a Tabela 5. As médias das absor-
bancias obtidas para a solugédo controle
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e para o extrato em diferentes concentra-
¢Oes foram subtraidas pela absorbancia
do branco (alcool metilico P.A) e estao
apresentadas na Tabela 6.

A partir dos dados obtidos da Tabela
6, construiu-se a curva de regressao do
extrato, no qual o eixo X representa a
concentragdo de extratoemmgL'eoY
as médias das absorbancias (Figura 3).

A partir da equacao da reta obtida: Y =
-8,7 x 10-°* X + 0,134, calculou-se o EC50
apos a substituicdo do Y por 0,081 que
representa a metade da absorbancia do
controle (metanol + DPPH : 0,163 +2).

Y =-8,7 x 10°* X + 0,134
0,081 =-8,7x10° X + 0,134
x =0,0061X10°

x =610 mg L™

x =610 mg L' = EC50

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

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

Microtubo nétle:i?iz::) puﬁgz:da A1c ;3°M9"5‘"°° . O V?il::r :

P.A.(uL) tipo 1 (uL) (HL) (L) (1) (ul)
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 avaliagédo da atividade antioxidante total (AAT) em extrato aquoso de caju
em diferentes concentragdes em um volume final de reagao de 600 pL.

Acido galico

Absorbancia
(média)

Concentragao
padrdao ou amostra

- 0,035 +/- 0,001
- 0,163 +/- 0,012

1,7mg L 0,018 +/- 0,001
3,33.10? mg L™ 0,105 +/- 0,001
6,67.10> mg L™ 0,076+/- 0,003

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

Curva de reagdo entre DPPH e o extrato

Microtubo 10 M (uL) Amostra (pL)
1 - -
2 - -
3 60 -
4 = 10
5 - 20
6 - 30
0,125 T
—

0,100 T

0,075 T

0,050 T

0,025 T

Absorbancia (média - branco)

\
\

® - Equagdo2=-8,7E-05*x + 0,134 R’ = 1

—e

0,000 +
4,00E+02

6,00E+02

8,00E+02 1,00$+03

Extrato (mg L")

Figura 3. Curva de reagéo 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
Expressoées 1 e 2:

g DPPH = (uM DPPH / 1 x 10°) x 394,3
(massa molar do DPPH) - Expressao 1.

uM DPPH = [(0,163 / 2) + 6,9 x 10?] /
54 x 10° = 16,27

g DPPH = (16,27/1 x 108) x 394,3 =
6,4x10-3 g

g amostra / g DPPH = (EC50 (mg L") /
1.000 x 1) / g DPPH - Expressao 2.

g amostra / g DPPH = (610 /
1.000%1)/6,4x10g = 95,3 g amostras/
grama de DPPH

As porcentagens de inibi¢do do acido
galico e dos extratos de caju (BGC
473) nas concentragbes de 333 mg L™,
667 mg L' e 1.000 mg L' foram determi-
nadas por meio das expressdes 3 e 4 e
apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Determinagao da AAT de extratos de cascas de caju expressa em porcentagem de

inibicdo de DPPH.

Concentragao do padrao
de acido galico e dos

Amostra
extrato (mg L)

Padrao acido galico 1,7
Extrato de caju 888
Extrato de caju 667
Extrato de caju 1000
Gerenciamento

dos residuos

A gestéo de residuos para medicao
da AAT de extratos vegetais utilizando o
método de DPPH deve ser realizada com
cuidado para minimizar os danos ao meio
ambiente e a saude humana. Devem ser
segregados os residuos quimicos con-
tendo somente o DPPH (antes e apds a
reagao com os extratos e com o acido
galico), os residuos contendo somente
0 padrao de acido galico dissolvido e os
residuos de solventes organicos (solven-
tes ndo halogenados). Estes residuos
devem ser acondicionados em frascos
apropriados de polietileno ou em frascos
de vidro, etiquetados com as informagées
do residuo, inclusive com a concentragéao
aproximada, vedados e dispostos em
locais apropriados até serem recolhidos
para descarte final. Recomenda-se sem-
pre seguir as diretrizes padrao estabe-
lecidas pelas agéncias governamentais

% Inibigao do

DPPH remanescente DPPH

0,018 + 0,163 x 100 = _
11,04 100 - 11,04 = 88,96
0,105 + 0,163 x 100 = _
64,42 100 - 64,42 = 35,58
0,076 + 0,163 x 100 = _
46,63 100 - 46,63 = 53,37
0,047 + 0,163 x 100 =

28,83 100 - 28,83 = 71,17

relevantes ao gerenciamento de residuos
quimicos.
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