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Introducao

Antioxidante é um composto que protege o sistema
biolégico contra o efeito nocivo de processos ou
reacOes que podem causar oxidagao excessiva
(KRINSKY, 1994). Evidéncias epidemioldgicas crescen-
tes do papel de alimentos antioxidantes na prevencao
de certas doencas tém conduzido ao desenvolvimento
de grande nimero de métodos para determinar a
capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006). Estes métodos podem ser baseados
na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), poder de
reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical
hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical
organico (ABTS, DPPH), quantificacéo de produtos
formados durante a peroxidacéo de lipidios (TBARS,
oxidacéo do LDL, co-oxidagdo do B-caroteno)
(FRANKEL e MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO,
2002; ARUOMA, 2003), etc. Dentre estes métodos,
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ABTS, FRAP, DPPH e ORAC sao alguns dos mais
usados atualmente (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006).

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decrés-
cimo da absorbancia a 515 nm. Esse método foi
modificado por SANCHEZ-MORENO et al. (1998) para
medir os pardmetros cinéticos.

O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamen-
te por dissolucéo do reagente em meio organico (Fig. 1).

Neste comunicado séo relatadas todas as informag8es
necessarias para a determinagao da atividade
antioxidante total em frutas pela captura do radical
DPPH, baseadas em adaptac¢des / modificagdes feitas
nos laboratdrios da Embrapa Agroindustria Tropical.
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Fig. 1. Estabilizacdo do radical livre DPPH.

Materiais Necessarios

Reagentes
* Acetona P.A.

* Acool metilico P.A.

* Agua destilada

* DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3) -
Sigma, cédigo 095K1452, ou equivalente

Equipamentos e vidrarias

* Agitador de tubos de ensaio

* Balanca analitica

* Bal&@o volumétrico 100 mL e 1.000 mL
* Cronbmetro digital

* Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

* Espectrofotbmetro

* Pipeta automatica (10 — 1000 pL)

* Proveta de 50 mL

* Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)

Preparo de Solucbes

Solucéo de alcool metilico a 50%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL de
alcool metilico. Completar o volume para 1.000 mL
com agua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solucéo de acetona a 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona. Completar o volume para 1.000 mL com
agua destilada, homogeneizar e transferir para um

frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solugédo controle de alcool metilico,
acetona e agua

Em baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 40 mL da
solucao de alcool metilico 50% (item “solucao de
alcool metilico a50% ") e 40 mL da solug&o de acetona
70% (item anterior). Completar o volume para 100 mL
com agua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solucédo de DPPH 0,06 mM

Dissolver 2,4 mg de DPPH em &lcool metilico e com-
pletar o volume para 100 mL em um baldo volumétrico
com alcool metilico, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro &mbar, devidamente etiquetado.
Preparar e usar apenas no dia da andlise.

Curva do DPPH

Preparo das solugdes

A partir da solucéo inicial de DPPH (60 uM), preparar
em baldes volumétricos de 10 mL, solugBes variando a
concentracdo de 10 uM a 50 uM conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Preparo das solugdes para curva do DPPH.

Solugéo de Alcool Concentragao
DPPH (mL) metilico (mL)  final de DPPH (uM)
0 10 0
1,7 8,3 10
3.3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50
10 0 60




Metodologia Cientifica: Determinagcdo da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre DPPH

Determinacao da curva do DPPH

Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de,
aproximadamente, 4 mL de cada solu¢do de DPPH
(10 puM, 20 pM, 30 uM, 40 pM, 50 uM e 60 pM) para
cubetas de vidro e realizar a leitura em espectrofo-
tdbmetro a 515 nm. Utilizar &lcool metilico, como
branco, para calibrar o espectrofotdmetro.

Plotar as concentracGes de DPPH (uM) no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y (Fig. 2) e calcular a
equacao da reta.

y =0,0134x - 0,0155
R? =0,9987

Absorbancia (515 nm)

0 10 20 30 40 50 60

Concentracdes de DPPH (uM)

Fig. 2. Exemplo de curva do DPPH x absorbancia.

Protocolo do Método DPPH

Obtencéo dos extratos da fruta

Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Como a concentracdo de compostos
antioxidantes varia de fruta para fruta, fazem-se
necessarios testes prévios. Nas andlises realizadas no
Laboratorio de Fisiologia e Tecnologia P6s-Colheita, da
Embrapa Agroindustria Tropical, com diferentes frutas,
tém-se utilizado de 1 g a 25 g de amostra, de acordo
com a fruta. Pesar a amostra em um béquer de 100 mL,
adicionar 40 mL de metanol 50% homogeneizar e
deixar em repouso por 60 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar a 25.406,55 g (15.000 rpm)
durante 15 minutos, transferir o sobrenadante para um
baldo volumétrico de 100 mL. A partir do residuo da
primeira extracdo, adicionar 40 mL de acetona 70%,
homogeneizar e deixar em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar novamente a
25.406,55 g (15.000 rpm) durante 15 minutos,
transferir o sobrenadante para o baldo volumétrico
contendo o primeiro sobrenadante e completar o
volume para 100 mL com 4gua destilada.

Determinacédo da atividade antioxidante
total (AAT)

A partir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio no minimo trés diluicbes diferentes
em triplicata. Em ambiente escuro, transferir uma
aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato para
tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (item
“solugcéo de DPPH 0,06 mM”) e homogeneizar em
agitador de tubos. Utilizar 0,1 mL da solu¢édo controle
(item “solugéo controle de alcool metilico, acetona e
agua”) com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizar.
Utilizar alcool metilico, como branco, para calibrar o
espectrofotdmetro. As leituras (515 nm) devem ser
monitoradas a cada minuto, onde é observada a
redugdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A
leitura da absorbancia final para o calculo do EC_, s6
deve ser feita apos a estabilizacdo da absorbancia
(tempo EC, ). Para experimentos posteriores, com
uma mesma fruta, a leitura pode ser feita apenas no
tempo estabelecido anteriormente (tempo EC_ ),
acompanhado, também, da leitura inicial do controle.

Apos a leitura, substituir (Eg. 1) o valor correspondente a
metade da absorbancia inicial do controle pelo y da equa-
¢do da curva do DPPH (Fig. 2) para encontrar 0 consumo
em UM DPPH e, em seguida, transformar para g DPPH.

Equivaléncia de controle e DPPH

y=ax-b

(Eq. 1)

(Equacéo da curva do DPPH representada na Fig. 2),
onde:

y = Absorbancia inicial do controle / 2 (item “determi-
nacao da atividade antioxidante total”)

X = resultado em pM DPPH
Obs.: converter para g DPPH, através da transformacao:

g DPPH = (uM DPPH / 1.000.000) - 394,3 (peso
molecular do DPPH).

A partir das absorbancias obtidas das diferentes
diluicbes dos extratos, plotar a absorbancia no eixo Y e
diluicdo (mg/L) no eixo X e determinar a equacédo da
reta (Eq. 2). Para calcular a AAT deve-se substituir a
absorbancia equivalente a 50 % da concentragéo do
DPPH (item “determinacdo da atividade antioxidante
total”) pelo y (Eg. 2) e encontrar o resultado que
corresponde a amostra necessaria para reduzir em

50% a concentracdo inicial do radical DPPH (EC,).
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Calculo do EC,

y= -ax+ b (Eq. 2)

onde:

y = Absorbancia inicial do controle / 2 (item “determi-
nacao da atividade antioxidante total”)

x = EC,, (mg/L).

A partir do resultado (mg/L) encontrado na equacao 2,
dividir por 1.000 para ter o valor em g e, em seguida,
dividir pelo valor encontrado em g DPPH (Eq. 1) para
obter o resultado final (Eq. 3) que é expresso em g
fruta (porcéo comestivel) / g DPPH.

EC_,expresso em g fruta/g DPPH

g fruta/ g DPPH = (EC,, (mg/L) / 1.000 - 1) / g DPPH

(Eq. 3)
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