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APRESENTACAO

Neste manual vocé conhecera os principios relacionados as substancias
antioxidantes e encontrara as principais metodologias empregadas in vitro, na
atualidade, para quantificar a capacidade antioxidante. O objetivo principal é
tornar mais simples a selecao e utilizacdo das técnicas DPPH, ABTS, FRAP,
Sistema B-caroteno, TBARS e ORAC para o calculo da atividade antioxidante.
A partir de uma linguagem clara e pratica, aspectos gerais sobre radicais livres
e substancias antioxidantes sdo abordados, bem como a exemplificacdo de
célculos e aspectos graficos relativos as solugdes e seus comportamentos diante
da luz UV. Esta proposta visa contribuir para a utilizagdo dessas técnicas por
académicos e profissionais de Quimica, Biologia, Biotecnologia, Agronomia,

Engenharias e éareas afins.
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CAPITULO 1

ANTIOXIDANTES E RADICAIS LIVRES

ASPECTOS GERAIS

Durante todo o tempo, os organismos em sua atividade metabdlica normal produzem
radicais livres, tais moléculas, reagem com componentes vitais como proteinas e acidos
nucleicos que geram substancias oxidaveis e contribuem com danos que ocasionam o
desenvolvimento mais acelerado do envelhecimento, doengcas degenerativas como
aterosclerose, artrites e cancer e doencas cronicas como diabetes, doenca de Parkinson e
Alzheimer (Boroski et al., 2015).

Conceitos mais simplistas sobre os radicais livres, os denominam como moléculas
que tém um elétron isolado, livre para se ligar a qualquer outro elétron, sdo extremamente
reativos, podendo ser gerados por fontes endégenas ou exdgenas (Vasconcelos et al.,
2014).

Fontes endbégenas comuns sdo decorrentes de processos biolégicos como a
atividade de enzimas (oxidases, lipogenases, desidrogenases, peroxidases) ou pela
presenca de metais de transic&o no interior da célula de sistemas de transporte de elétrons.
Ja as fontes exdgenas incluem o tabaco, poluicéo do ar, solventes organicos, anestésicos,
pesticidas, radiagcbes, alimentos gordurosos, alimentos que contém aditivos, hormdnios,

conservantes, bebidas alcodlicas, drogas (Boroski et al., 2015).

Os organismos contam com substancias capazes de impedir ou amenizar a
quantidade de ataques dos radicais livres causando estabilidade ou desativacdo dos

mesmos, estas substancias sdo conhecidas como antioxidantes (Yashin et al., 2017).

Os vegetais, em geral sdo ricos em antioxidantes, a partir do metabolismo secundario,
compostos como os flavonoides, taninos, compostos fenélicos em geral, sdo sintetizados
em diversas partes: caules, folhas, raizes, e ainda que sofram com as variagbes sazonais,
incidéncia solar, quantidade de sais minerais e dgua disponibilizados, horario e periodo da
coleta do material ja se tem muitos estudos sobre plantas que produzem metabdlitos com

aspectos antioxidantes investigados ou em investigacao (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

O impacto que esses compostos como tocoferdis, vitamina C, carotenoides e
fendlicos ocasionam no organismo das pessoas pode ficar mais claro a partir da observagéo
da qualidade da alimentacdo. A determinacédo do teor de acido ascorbico, de compostos
fendlicos (antocianinas e flavonoides), e de carotenoides, compostos com reconhecida
acao antioxidante em vegetais, constitui o primeiro passo para o entendimento de que os

alimentos naturais possuem grande importancia para a saude (Oliveira et al., 2011)

Antioxidantes e Radicais Livres



ASPECTOS ANTIOXIDANTES RELACIONADOS AOS ALIMENTOS

Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer varios beneficios a saude,
além do valor nutritivo inerente & sua composicao quimica, podem desempenhar um papel
potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas crénico-degenerativas, estes
alimentos diferenciam-se dos objetivos finais dos chamados nutracéuticos que devem
proporcionar beneficios médicos e de saude, incluem a prevencdo e/ou tratamento da

doenca (Moraes e Colla, 2006).

Esses alimentos e ingredientes funcionais geram beneficios relativos as atividades
antioxidantes e sdo recomendados na dieta usual, sejam naturais ou contidos em

componentes naturais (Oliveira et al. 2011; Dudonné et al., 2009).

Destaca-se no Brasil, a diversidade de frutas tropicais cultivadas e a crescente
preocupacao da populacdo com a saude e com os beneficios gerados por tais, isso tem
direcionado consumidores a busca por uma dieta mais saudavel e responsavel (Oliveira et
al., 2011).

A partir do desenvolvimento de pesquisas relacionadas as frutas e hortalicas que
contém Vitamina C (acido ascoérbico), carotenoides e outros nutrientes, notou-se que
a contribuicdo destes alimentos para a capacidade antioxidante tem relacdo com os

compostos fendlicos presentes (Oliveira et al., 2009).

ASPECTOS QUIMICOS

Dentre a grande diversidade de compostos secundarios produzidos pelas plantas,
aqueles que apresentam em sua estrutura, pelo menos uma unidade de fenol (um grupo
hidroxila ligado a um anel aromatico) sédo denominados compostos fendlicos e constituem

um grupo quimicamente heterogéneo (Sousa et al., 2007).

Parte desses compostos é solUvel apenas em solventes organicos, outros
apresentam caracteristicas estruturais de acidos carboxilicos e glicosideos e séo soluveis
em 4gua, e alguns séo representados por grandes polimeros insoluveis em agua (Alves et
al., 2010).

Essa heterogeneidade estrutural permite a estes compostos exercerem diferentes
papeis nos vegetais:

«  defesa contra patdégenos e herbivoros;

+  atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos;

«  efeitos alelopaticos (reducao do crescimento de plantas competidoras adjacen-
tes);
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+  protecao contra a radiagdo UV (Morais et al., 2006).

Os antioxidantes podem agir e alterar molecularmente radicais livres a produtos
estaveis, quelar ions metdlicos, evitar o inicio do processo oxidativo e diminuir a

concentracéo de espécies reativas de oxigénio (Gouveia e Lima, 2017).

O reconhecimento de um bom antioxidante pode acontecer a partir de principios

como:

» ter a presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radi-
cal, em func¢do de seu potencial de redugéo;

»  capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura;
+  capacidade de quelar metais de transicéo implicados no processo oxidativo;

* acesso ao local de acdo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia (Alves et al.,
2010).
Outras classificacoes relativas aos antioxidantes podem ser: quanto ao mecanismo

de combate aos radicais livres sendo classificados como:
+  primarios ou secundarios;
. naturais ou sintéticos;

+  processo de oxidagdo envolvendo substancias lipidicas ou ndo (Moharram &
Youssef, 2014).

Os antioxidantes primarios sdo comumente utilizados em alimentos, e tem origem
sintética (Figura 1.1) como o butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato
de propila (PG), terc-butil hidroquinona (TBHQ), tais compostos por terem caracteristica
sintética tem seus valores controlados por érgdos responsaveis em cada pais, devido as
quantidades limitantes referentes ao consumo humano com seguranca, componentes
naturais também sado adicionados aos alimentos é o caso dos tocoferois e carotenoides
(Ramalho e Jorge, 2006). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é

0 6rgédo que regula e fiscaliza tal situagéo.

OH OH
C(CH3)s  (H,c)c C(CH3)s

OCHj CHs
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OH OH
HO OH C(CH3)s3

COO(CHjz);CH3 OH

Figura 1.1: Antioxidantes de origem sintética utilizados em alimentos. BHA (butilhidroxianisol); BHT
(butilhidroxitolueno); PG (galato de propila); (TBHQ) terc-butil hidroquinona.
Fonte: Autores, 2022

A caracteristica principal dos antioxidantes secundarios esta no mecanismo de
atuacéo, tais substancias diminuem a taxa de oxidagéo por diferentes formas, mas néo
convertem radicais livres em produtos mais estaveis, podem quelar metais pré oxidantes
e desativa-los, repor hidrogénio, decompor hidroperdxidos a espécies estaveis, desativar

0 oxigénio singlete, sequestrar oxigénio e também absorver radiacdo UV (Giada, 2014).

A denominacao sinergista é utilizada para esta classificacé@o, pois promove atividade
antioxidante em conjunto com os antioxidantes primarios. Exemplos: acido citrico, acido

ascorbico e tartarico (Ramalho e Jorge, 2006).

OS PROCESSOS OXIDATIVOS: CARACTERISTICAS GERAIS

Espécies reativas de oxigénio (EROs)

O oxigénio é uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzida
para formar um numero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de
elétrons, ou a absorgéo de energia pode levar o oxigénio a gerar as Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) (Gouveia e Lima, 2017).

Nessa situagao o oxigénio fica com um elétron desemparelhado no ultimo orbital, ou
seja, ocupa um orbital atdbmico ou molecular sozinho, instavel e muito reativo (radical livre),
a capacidade de se ligar a diversas moléculas gera a oxidacéo delas. E pertinente entender
que a denominagéo radical livre esta na verdade inserida no cenario de reagdes de 6xido-
reducao (Andrade et al., 2010).

Consequentemente existe grande necessidade em se conhecer substancias que
possuam propriedades antioxidantes, para que se evite em condicdes fisioloégicas os danos
ocasionados pelas EROs (Barbosa et al., 2010).

Os principais tipos de EROs sao: radical hidroxila, peréxido de hidrogénio, superéxido

e oxigénio singlete.
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Radical hidroxil (+OH)

Trata-se do radical livre mais reativo nos sistemas biologicos, é um produto
intermediério originado na presenca de ions ferro ou ions cobre reduzido, a partir do
perdxido de hidrogénio (H,0,), uma vez formado pode iniciar a lipoperoxidagéo (oxidac&o
de acidos graxos poliinsaturados das membranas biologicas, pode lesar alvos como DNA
(acido desoxirribonucleico), proteinas, carboidratos e lipidios. Pode ser gerado a partir da
fissdo homolitica do peroxido de hidrogénio por meio de radiagdo UV, ozbnio e radiagdo
ionizante (Andrade et al., 2010).

Peréxido de hidrogénio (H,0,)

Nao é exatamente um radical livre, porém esta envolvido como intermediario reativo

do oxigénio e participa ativamente na rea¢do que produz o radical hidroxila.

Radical superéxido (O,+-)

Este radical é o mais comum e abundante nas células, centrado em oxigénio. Pode
ser produzido a partir do transporte de elétrons entre organelas ou reacdes de auto-oxidacéo
do oxigénio molecular em que o radical superoxido pode ser o iniciador ou propagador das
cadeias reativas radicalares. Como agente redutor, € capaz de reduzir o ferro idnico e seus
complexos proteicos, podendo causar danos aos aminoacidos ou entdo causar perda da
funcé@o proteica. Apesar disso, a sua maior toxicidade estd na capacidade de facilitar a
geracéo de radical hidroxila ou produzir radicais mais reativos que ele proprio (Barreiros e
David, 2006).

Oxigénio singlete

Gerado por reacgoes fotossensiveis em que moléculas absorvem luz e a energia
excedente é transferida a uma molécula de oxigénio, este, em estado excitado trata-se
de espécie reativa denominada oxigénio singlete que possui a capacidade de modificar
o DNA. Para o singlete nédo ha restricdo quanto a transferéncia de elétrons, sendo assim

altamente reativo (Uenojo et al., 2017).

Um exemplo tipico trata-se da foto oxidagado (processo de fotossintese) irreversivel
e envolve diretamente os pigmentos receptores de luz, os quais, ao absorverem muita
luz, ficam muito tempo excitados e interagem com o O2 produzem radicais livres, como

superoxido (O,.), e podem destruir pigmentos (Streit et al., 2005).
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Nome Férmula Comentarios/Exemplos

Atomo de hidrogénio He Radical livre mais simples.

Radical centrado no carbono (o elétron
desemparelhado estd no C). Formado
Triclorometil CCl,* durante o metabolismo do tetracloreto de
carbono. Radicais de carbono reagem com
0 O, e formam radical peroxil.

Superoxido o, Radical centrado no oxigénio.

Altamente reativo, ataca todas as

Hidroxila “OH biomoléculas.
Tiil/Pertiil RS+/ RSS- Radical centrado em enxofre.

) . . . Centrado em O,, formado na quebra de
Peroxil/ Alcoxil RO,/ RO peroxidos. 2

Formado nos eritrocitos pela oxidagdo da
C,H,N=N- fenilhirazina (composto que provoca a lise
das mesmas e hemorragias).

Radicais centrados em
nitrogénio

Oxido nitrico é formado in vivo a partir do
) aminoacido L-arginina; dioxido de nitrogénio
Oxidos de nitrogénio NO-/ NO, é formado pela reacdo do NO- com O,
ambos ocorrem no ar poluido e na fumaca
de cigarros.

Mudam o numero de oxidagcdo e sao
Metais de transicéo Fe, Cu, e outros | poderosos catalisadores de reacdes de
radicais livres.

Quadro 1.2: Radicais livres mais comuns.
Fonte: Adaptado de https://www.ufrgs.br/leo/eosb/quimica.htm

QUANTO AOS MECANISMOS

Para a protecao dos organismos contra oxidagdes dois mecanismos podem ocorrer:

quimico e enzimatico.

Mecanismo quimico
Moléculas com propriedades antioxidantes (Quadro 1.3) devem fazer parte da dieta:
Vitamina E, Vitamina C, carotenoides, flavonoides, selénio, na tentativa de diminuir a agéo

toxica das EROs produzidas de forma intra e extracelular (Sousa et al., 2007).

A vitamina C possui intensa atividade antioxidante contra
radicais livres gerados em meio hidrofilico. Elimina os radicais
livres do plasma, citosol e outros compartimentos aquosos.
Trata-se do mais potente e menos téxico dos antioxidantes
naturais que atuam sobre radicais livres (hidroxila, peréxido)
na fase aquosa e combate eficientemente espécies reativas
de nitrogénio, impedindo a nitrosagcdao de moléculas (amonia
convertida em nitrito).

Pode atuar como pré-oxidante na presenca de metais de
transicdo como ferro e cobre (Sucupira et al., 2012).

Vitamina C (acido ascoérbico):

Vitamina E (tocofero6is e outros Atua fundamentalmente nas membranas e nas bicamadas
antioxidantes hidrofébicos lipidicas. Doagéo de hidrogénios fenodlicos aos radicais |

Antioxidantes e Radicais Livres



livres lipidicos, interrompendo a propagacdo em cadeia.
O a-tocoferal é o composto que apresenta maior poder
antioxidante (Sousa et al., 2007).

Carotenos e xantofilas

Ainda que muito investigados em relacédo aos aspectos
da pigmentacdo de alimentos (amarelo ao vermelho).
Pessoas que os consomem, apresentam um menor risco de
adquirirem certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares,
degeneracao macular e cataratas.

Carotenoides atuam como agentes quelantes do oxigénio
singlete, assim o potencial antioxidante promove a inibicao
de doencas pela acéo dos radicais livres sendo reguladores
de resposta do sistema imune (Uenojo et al., 2007).
Possuem carater lipofilico, atuando como antioxidante sobre
as lipoproteinas LDL e HDL (Sucupira et al., 2012).

Flavonoides

Os polifenéis sdo os mais investigados. Encontrados
em alimentos vegetais e incluem um grande nudmero
de moléculas diferentes que pode resultar em diversas
atividades biolégicas sé@o potentes antioxidantes capazes de
atuar como aceptores de radicais livres ou de ions metalicos
(Oliveira et al., 2006).

Dentre eles estdo: antocianinas, flavonas, isoflavonas,
flavonois, catequinas, flavanonas e as proantocianidinas
(Sucupira et al., 2012).

Compostos fendlicos

Categoria de substéancias antioxidantes de ocorréncia
natural, caracterizados também por inibirem a peroxidagéo
lipidica e a lipoxigenase in vitro.

Possui propriedades redutoras e as caracteristicas na
estrutura quimica possibilitam a neutralizacéo ou sequestro
de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo
oxidativo (Sousa et al., 2007).

Trata-se do maior grupo de fitoquimicos importantes na
alimentacao humana.

Quadro 1.3: Algumas caracteristicas de moléculas com propriedades antioxidantes.

Mecanismo enzimatico

Fonte: Autores, 2022.

ApOs a exposicao dos organismos as EROs, o sistema de defesa inicia a produgéo

de enzimas antioxidantes como as superoxido dismutases (SOD), peroxirredoxinas (Prx),

catalase (CAT) e glutationa (GSH), glutationa peroxidades (GPr), glutationa redutase (GR)

em qualquer meio seja aquoso ou lipidico para decompor oxigénio singlete, perdxido de

hidrogénio e lipoperoxidos agir também como varredoras de radicais (Barbosa et al., 2010;

Ferreira e Matsubara, 1997).

Afigura 1.4, a seguir, resume as classificagbes dos antioxidantes:
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[ Antioxidantes J
|

[ Enziméticos ] — [ Néo enziméticos ]
Enzimas Primérias Enzimas Cofatores Vitaminas e Derivados
Superdxido Secundarias Coenzima Q10 A (retinol)
dismutase, Catalase, Glutationa redutase, C(Acido Ascorbico)
Glutationa peroxidase Glicose-6-fosfate E (Tocoferol e Tocotrienol)
desidrogenase
Minerais
Zinco, Selénio Carotenoides
B-caroteno, Licopeno,
¢ Luteina, Zeaxantina
ompostos
cl_, Ifurados
l Al Sufetos, Indeis _Compostos
Nitrogenados nao
Fl id Proteicos
l l Acido Urico
Flavonois Flavanois  Antocianidinas Acidos fendlicos
Quercetina Catequina, Cianidina
Kaempferol  Pelagonidina Pelagoridina l—‘—l
Isoflavonoides  Flavanonas Flavonas Acidos hidroxicindmicos Acidos hidroxibenavicos
Genisteina Hesperidina Crisina Acido frilico, p - Acido gilico, Acido
cumdrico elagico

Figura 1.4: Classificag@o dos antioxidantes.

Fonte: Adaptado de: Morraham e Youssef, 2014.
Estresse Oxidativo

Quando a agédo de compostos antioxidantes é superada pela produgéo de radicais
livres, os mecanismos tornam-se insuficientes tem-se o Estresse Oxidativo (Barbosa et al.,
2010).

Sob as condi¢bes de estresse oxidativo existira falta de equilibrio dindmico entre a
producdo de oxidantes e a concentracao de defesas antioxidantes o que podera resultar
condi¢cbes patoldgicas e possivel morte celular. Dentre os males deste desequilibrio entre
formacdo e remocdo de EROs estdo o céncer, isquemia, diabetes, mal de Alzheimer,

doencas cardiovasculares e desordem neurolédgica (Vasconcelos et al., 2014).

A atividade antioxidante e a medida da capacidade antioxidante

As varias definicbes propostas para a atividade antioxidante tem geralmente
focado na capacidade de um composto ser doador de hidrogénio ou doador de elétrons
(Macdonald-Wicks et al., 2006). Sendo assim, os ensaios relativos a medida da capacidade
antioxidante referem-se as reacdes de transferéncia de hidrogénio ou elétron unico. Assim,

tem-se a eliminacdo de radicais ou a diminuicdo dos mesmos (Sucupira et al., 2012).
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Existem muitos métodos de analise da atividade antioxidante (AA), com fundamentos,
mecanismos de acdo, maneiras de expressar resultados e aplicagdes muito diferentes. A
escolha do mais apropriado para a medida da AA de alimentos e produtos naturais deve

levar em consideragéo aspectos como:
»  simplicidade,
+  aceitacao,
+  validade,
*  padronizacgéo.
Aspectos tais, que observados para cada tipo amostra, aconselha-se também que
os dados obtidos a partir dos ensaios sejam comparados com antioxidantes sintéticos

de destaque na literatura, preferencialmente aqueles que mantém informacdes bem

expressivas. Assim, torna-se possivel gerar um perfil antioxidante (Sucupira et al., 2012).

As metodologias antioxidantes s&o na maioria monitoradas por meio de um
espectrofotdbmetro UV visivel, e fundamentalmente apresentam o principio em que uma
amostra seja capaz de eliminar ou neutralizar um radical sintético que é gerado determinando

por meio de calculos a capacidade antioxidante (Oliveira, 2015).

Mecanismos e métodos

Os ensaios in vitro baseiam-se em métodos biolégicos ou quimicos e servem para
avaliar a eficiéncia dos antioxidantes em um modelo de laboratério. Métodos bioldgicos
avaliam o desempenho antioxidante a partir de reacdes com enzimas ou leveduras. Ja para
0s métodos quimicos a atividade antioxidante é testada frente a um radical ou ion metalico

especifico com a observancia de:
«  transferéncias de elétrons (TE) ou
+ transferéncia de um atomo de hidrogénio (TAH)

Dentre esses estdo as reacbes de oxirreducdo entre o oxidante e o antioxidante
como o DPPH (2, 2-difenil-1-picril-hidrazina), ABTS (2,2’ — azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico), FRAP (Ferric Reducing Ability Power) e ORAC- Oxygen Radical Absorbance
Capacity (Sucupira et al., 2012).
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CAPITULO 2

PREPARACAQ DOS EXTRATOS DAS AMOSTRAS

Trata-se de etapa fundamental na analise de antioxidantes. Para sélidos € comum
triturar para melhorar o contato com o solvente. Ja para amostras liquidas podem ser
submetidas a liofilizagdo, extragdo ou pode ocorrer andlise direta sem pré-tratamentos
(Boroski et al., 2015).

Note que alguns fatores sdo relevantes na determinagédo da utilizacdo do método.
Observe as condi¢des iniciais do material a ser examinado: material triturado permite
maior superficie de contato com solvente e reagente, a qualidade do solvente relativa a
polaridade, pode ser melhor em alguns casos a mistura de solventes como etanol e 4gua,
acetona e agua ou metanol (substéancia toxica) e agua, solugdo com alguma turbidez deve

ser centrifugada antes da reacéo (Perez-Jimenez e Saura-Calixto, 2006).

Em se tratando de matrizes alimentares, a riqueza de compostos como carboidratos
proteinas e metais pode atuar juntamente com as espécies antioxidantes, o que possibilita

a geracao de falsos resultados positivos (Boroski et al., 2015).

Observados diversos fatores tais como: temperatura, pH, tempo de extracao,
agitacao/rupturas, efeito luminoso e tipo de solvente, pode-se inferir que a avaliagdo da
capacidade antioxidante esta sob a forte influéncia do método de extragéo para a obtengéo

do rendimento e a composicao dos antioxidantes (Silva et al., 2018).
Procedimentos prévios podem ser, segundo Boroski et al., 2015:

+ Hidrodestilagdo: amostra em contato com agua e submetida a aquecimento
com temperaturas inferiores a 100°C, utilizagdo do aparelho de Clevenger. Esta
técnica permite que compostos com capacidade antioxidante sejam concentra-
dos.

+  Fracionamento: separa substancias com diferentes polaridades, para isto exi-
ge-se um conhecimento prévio de quais substancias ou possiveis classes de
substancias presentes. Faz-se a trituragéo e adiciona-se solvente apOs proce-
dimentos de filtrac&o a vacuo, evaporagao, ressolubilizacao inicia-se o fraciona-
mento com solventes de diferentes polaridades.

+ Hidrolise: para extracéo de compostos fendlicos a partir do uso de solventes po-
lares, para evitar resultados subestimados em sementes ou compostos que se
encontrem na forma glicosada, é recomendado procedimento adicional usando
acido sulfarico, e extracao lipidica com hexano e éter dietilico em sistema So-
xhlet.

Alguns procedimentos para extra¢des descritos na literatura foram selecionados:

Amostra: extrato vegetal (folhas, caules, raizes)
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PROTOCOLO DESCRITO POR DUDONNE ET AL., 2009:

Utilize 125g de material vegetal em agua destilada a 50 °C sob agitacdo, em seguida
faca a filtragdo para remogéo da agua, use um rotaevaporador a 50 °C para obtencgéo do po.
Este p6 deve permanecer protegido da luz e servira nas analises de atividade antioxidante.

(Néao aborda a quantidade de agua usada)

DESCRICAO SEGUNDO OLIVEIRA ET AL., 2016:

Seque as frondes devem em estufa (50 °C) por um periodo aproximado de 36 horas,

triture em moinho de facas e realize a tamisacao para obter diversas granulometrias.

Utilize para o preparo dos extratos um po fino abaixo de 500 ym, sendo 10 g de

matéria vegetal para 150,00 mL do solvente extrator.

Caso esta extracao esteja associada ao procedimento Soxhlet apresentara melhores
resultados, tal procedimento deve totalizar cerca de 8 horas com a utilizagdo de extrato

etandlico ou extrato hidroalcodlico (70%) — responsavel pelo melhor rendimento.

PROCEDIMENTO DE ACORDO COM RAJURKAR E HANDE, 2011:

Prepare os extratos vegetais em metanol, adicione 100 mL de metanol a 1 g de pd
vegetal. As infusbes devem ser agitadas no agitador magnético a temperatura ambiente

durante 5 horas.

Centrifugue o material a 6000 rpm a 4 °C durante 10 minutos e armazene

sobrenadante a - 4 °C para analise posterior.

PROCEDIMENTO DE ACORDO COM SOUSA ET AL., 2007:

Seque o material vegetal a temperatura ambiente e faga uma moagem em moinho
de facas. Prepare os extratos por macera¢do com etanol a temperatura ambiente por quatro
vezes consecutivas com duragdo média de 4 dias para cada extragdo. Em seguida, leve o

material para ser concentrado em rotaevaporador e por fim fagca uma liofilizacdo do mesmo.

Amostra: extrato de frutas

PROCEDIMENTO ADAPTADO DE RUFINO ET AL., (2007):
Utilize entre 1 g e 25 g de amostra, de acordo com a fruta.

Pese a amostra em béquer de 100 mL, adicione 40 mL de metanol 50%, homogeneize

e deixe em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue a amostra a 15.000 rpm, durante 15 minutos, transfira o sobrenadante
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para um baldo volumétrico de 100 mL.

A partir do residuo da primeira extracdo, adicione 40 mL de acetona 70%,

homogeneize e deixe em repouso por 60 minutos, a temperatura ambiente.

Centrifugue novamente a 15.000 rpm durante 15 minutos, transfira o sobrenadante
para o baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e complete o volume para 100

mL com agua destilada.

PROCEDIMENTO DE ACORDO COM ROESLER ET AL., 2007:

Preparacao do extrato aquoso

Separe as frutas em sementes, polpas e cascas. Realize a homogeneizagéo por

aproximadamente 20 minutos com agua destilada na proporgéo de 1:3 (m.m™) fruta: gua.
Filtre o material em gazes e faga uma nova extragdo com agua em condi¢des
idénticas.
Faca a liofilizagdo do material retido no filtro e do filtrado a -18 °C e 13,3 Pa.

Armazene esses extratos em frascos ambar a -18 °C até sua utilizacéo.

Preparacao do extrato etanodlico

Separe as frutas em sementes, polpas e cascas e utilize o material resultante na
extracdo com solugdo aquosa de etanol (5:95, v.v!, agua: etanol) na proporgcdo de 1:3

(m.m") fruta: solugé@o de etanol.

Filtre o material em gazes e faca uma nova extracdo do residuo nas mesmas

condicoes.

Coloque o residuo e o extrato etanélico em um rotaevaporador a 40 °C e realize a

liofilizagéo para ambos a -18 °C a 13,3 Pa.
Armazene em frascos ambar a -18 °C até sua utilizacao.

Amostra: /eite e derivados

PROCEDIMENTO DE ACORDO COM BOROSKY ET AL., 2012:

+  Precipitagéo das proteinas: Utilize o vortex para efetivar a mistura de 0,50 mL
de leite com 2,0 mL de metanol a -20 °C (grau HPLC) durante 15 segundos.
Aguarde 24 horas nesta mesma temperatura, filtre o sobrenadante que sera

analisado.

Se a turbidez permanecer apés este tempo, continue mantendo a mistura a — 20 °C
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e centrifugue até a completa limpidez.

Preparo de amostras de derivados do leite, segundo Zuleta et al., 2009:

Para a analise da capacidade antioxidante de iogurtes e sorvetes, faz-se necessaria
a precipitag@o das proteinas do leite, isto pode ocorrer usando a proporcéo de 1:1 (v/v) de

leite e 20% de acido tricloroacético em agua.

Agite a amostra por 30 segundos. Incube-as em banho maria a 42 °C durante 10

minutos e posteriormente centrifugue por 15 minutos.
Realize as analises usando o sobrenadante.
Atencéo: Para o teste FRAP o pH deve ser ajustado entre 4 e 10.
Para o teste ORAC nao ha necessidade desta preparacao.

Amostra: mel

PROCEDIMENTO DE ACORDO COM SOUSA ET AL., 2018:

Adicione 4 mL de mel em 8 mL de agua do milli-Q (4gua desmineralizada). Em
seguida homogeneize e faga uma extragéo por 60 minutos em ultrassom a temperatura

ambiente.

PREPARO CONFORME MEDA ET AL., 2005:

Dilua 5 g de mel em agua destilada até completar o baldao volumétrico de 50 mL, em

seguida realize uma filtragdo em um filtro de papel Whatman n° 3.

Amostra: propolis

PROCEDIMENTO SEGUNDO BURIOL ET AL., 2009:

Use etanol 95% (v/v) como solvente extrator, a concentragéo de propolis e o teor

alcodlico podem variar.

Macere a amostra sob agitacdo magnética. O procedimento deve ocorrer sob

protecdo da luz e a presenca do solvente durante 24 horas.

Filtre a vacuo, o solvente deve ser evaporado sob pressédo reduzida ou com a
utilizacdo do equipamento spray dryer (um método de producdo de pd seco a partir de
liquido ou suspensao por secagem rapida com gas quente).

Amostra: cerveja

Preparacao dos extratos das amostras
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PROCEDIMENTO SEGUNDO FREITAS ET AL., 2006:

Separe uma aliquota de 50 mL da amostra de cerveja. Agite mecanicamente para a

desgaseificacéo e utilize nas analises imediatamente.
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CAPITULO 3

CURVA PADRAO

Ainda que dois pontos definam uma reta, tem-se a necessidade de realizar medicoes
em no minimo cinco pontos, solugbes contendo o padrdo em diferentes concentracdes. A
leitura das absorbancias deve ser feita em triplicata, pois quanto maior for a linearidade
melhor a capacidade do método em fornecer resultado proporcional a concentracao da

substancia analisada, dentro da faixa de aplica¢do (Ribani et al., 2004).

Quando os pontos obtidos tém pouca dispersdo o coeficiente de determinacéo R?
€ igual ou muito préximo a 1, e significa melhor ajuste do modelo linear que deve ser
pelo menos 0,99. Sendo assim, h4 uma menor incerteza dos coeficientes de regresséao

estimados (Causey et al.,1990).

Na pratica, a solucdo padrédo pode ser preparada inicialmente de forma mais
concentrada, e sera considerada solugcdo estoque, as demais preparadas a partir da

diluicdo desta serédo consideradas solugdes de trabalho.
Ribani et al., 2004 fazem duas abordagens neste sentido:

+Uma Unica solucdo estoque e diluigdes sucessivas das solugdes de trabalho
preparadas

+  Através do preparo de todas as solugdes diluidas, partindo sempre da solugao
estoque.

As mesmas circunstancias de medicdo tais como: procedimentos, materiais,

analista, condigbes de temperatura, local e curtos intervalos de tempo sdo consideradas

muito importantes pois compdem os aspectos relativos a repetitividade, o que promove a

concordancia entre os resultados (Ribani et al., 2004).

As variagcbes das concentracbes iniciais e finais de algumas das principais
substancias utilizadas em leituras espectrofotométricas para a determinacdo de atividade
antioxidante relativa a reducao do radical antioxidante DPPH estdo descritas na tabela 3.1

a seguir:
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Substancia padrao

Faixa de concentragdo (ug. mL™")

Acido ascorbico 0-20
Acido galico 0-2
BHA 0-12

BH 0-45
Quercetina 0-8

Rutina 0-100
Trolox 0-10

Tabela 3.1 Listagem de padrdes com conhecida atividade antioxidante do radical DPPH e faixas de
concentragdes testadas para a curva padrao. Adaptada de: Pires et al., 2017.

Construa uma curva de regresséo linear que relacione a concentragdo do padrdo

(tg. mL™") e os valores de absorbancia sugeridos, ao seguir as indicagdes do método realize

a leitura da absorbancia em 517nm.

METODO PARA A OBTENCAO DE CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO
(SACRAMENTO ET AL., 2020).

Faca uma solugéo 40 pg. mL' de &cido galico em etanol. Para isso, utilize a massa

de 0,004g de &cido galico, solubilize em etanol e complete o volume em baldo volumétrico

de 100 mL. Homogeneize.

Concentragbes sugeridas: 0,4;0,8;1,2;1,6 e 2,0 ug. mL™". Faga solu¢bes completando

com alcool até o volume total igual a 1000 pL. Homogeneize.

Para isso, utilize a equacéo: Cinicial X Vinicial= Cinal X Vfinal

Onde: C = concentragéo e V = volume

Solucéo 0,4 pyg. mL"*

Cinicial X Vinicial = Cfinal X Vfinal
40 pg.mL" X Vinicial = 0,4 pg.mL" x 1000 pyL

Acompanhe os resultados por meio da tabela 3.2:

Iﬁ: %%ZI:I]::)O V (uL) solucao de acido galico Etanol p:il%?pletar a
0,4 10 990
0,8 20 980
1,2 30 970
1,6 40 960
2,0 50 950

Tabela 3.2: Valores de concentracdo e volumes a partir da solugdo padrao de acido galico.
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A solucao que representa concentragcédo zero de acido galico € considerada como
controle negativo. Solugéo controle deve possuir 1000pL de etanol e 1000 pyL de DPPH (60
pg. mL7).

Todas as solugdes devem ser mantidas em ambiente protegido da luz durante todo
0 processo reativo, aguarde 30 minutos (metodologia adotada).

ApOs esse tempo realize a leitura espectrofotométrica da solugéo controle e das

solugdes padrées no comprimento de onda a 517nm.

Exemplo de uma curva padréo de &cido galico (Figura 3.3):

Curva padrio de acido galico

1
Eop -

~ 08
= R y =-0,3181x + 1,0047

w 0,7
Los .2 Rz = 0,9993
© 05 =

= =

S 04 _—

0 0,5 1 1,5 p 2,5
Concentracado da solugao de acido galico (ug.mL-)}

Figura 3.3: Curva padrao de &cido galico.
Fonte: Sacramento et al., 2020

Observe possiveis resultados e a interpretacéo:
Leitura a 517 nm da solucao controle: 1,074
Valor da leitura da solugéo controle/2 = 1,074/ 2 = 0,537

A concentragdo de 4cido galico correspondente ao utilizar a equacgéo da reta é:

Y=-0,3181 x + 1,0047
0,537=-0,3181 x + 1,0047
Assim, tem-se que x = 1,47 yg. mL"
Esse valor corresponde a concentragdo de acido galico capaz de promover a

reducao de 50% da concentracéo inicial de DPPH, ou seja: EC50 = 1,47 ug. mL™

METODO PARA A OBTENCAO DE CURVA PADRAO DE TROLOX (ACIDO 6-
HIDROXI-2,5,7,8- TETRAMETILCROMANO-2- CARBOXILICO) (BOROSKY ET
AL., 2015)

Curva-Padrao de Trolox

Prepare solugdes a partir da solugéo padréo de Trolox (2000 ymol. L") ou seja 25
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mg de Trolox dissolvido em etanol, complete o volume para 50 mL em baldo volumétrico,

homogeneize e transfira para frasco &mbar.

Faca solugbes de trabalho com as concentragdes:(100, 500, 1000, 1500 e 2000)

umol. L' preparadas em baldes de 10 mL.

Calculos:
—> Dica: Cinicial X Vinicial = Cfinal X Vfinal

Onde: C (concentragdo) e V (volume)
Exemplo: Solugéao Cfina = 100 uM
Cinicial =2 mM = 2000 pmol. L
Vinicial =? (quanto usar da solugao padréo)
Viinal = 10 mL
Cinicial X Vinicial = Cfinal X Vfinal
2000 pmol. L x V inicial = 100 pmol. L'" x 10 mL
Vinicial = 0,5 mL da solug¢édo padréo de Trolox
Assim, tem-se:
Volume de alcool etilico para complementar 10 mL no baldo volumétrico sera:
Vaicool etilico = 10 — 0,5 = 9,5 mL

Desta forma, apés calculados os valores é possivel tabela-los,tabela 3.4:

Volume de alcool etilico

Volume da solugao padrao (mL) para completar o balao

Concentracao da solucéao de

Trolox (mL) volumétrico Trolox (umol. L)
0,5 9,5 100
2,5 7,5 500
5,0 5,0 1000
7,5 2,5 1500
10,0 0 2000

Tabela 3.4: Solucdes de trabalho sugeridas para o padrao Trolox.

DETERMINAGAO DA CURVA PADRAO (BOROSKI ET AL., 2015).

Realize a transferéncia de aliquota de 30 pL de cada solugéo de Trolox calculada
anteriormente, para tubos de ensaio, em ambiente escuro, misture com 3,0 mL da solugcéo

do radical ABTS (a ser descrito). Agite para homogeneizar.

Ap6s 6 minutos, realize a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda igual
a 734 nm.
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—> Lembre-se: o branco para calibracdo do aparelho deve conter apenas alcool etilico.

Verifique os calculos a partir de um exemplo de curva padréao de Trolox (Figura 3.5).

Curva de calibragdo com padrdo Trolox

y =-0,00031x + 0,68274
R?=0,9988

Absorbancia (734 nm)

Concentragio de Trolox (pmol. L)

Figura 3.5: Exemplo de curva de calibragcédo com o padréo Trolox com leitura em A= 734 nm para
analise de ABTS
Adaptado de: Boroski et al., 2015.

Para o gréafico considere no eixo X os valores das concentragdes de Trolox (umol.
L") versus as absorbancias no eixo Y. Calcule a equacéo da reta, a partir dela, calcule a

absorbancia referente a 1.000 ymol. L-1 de Trolox da seguinte forma:

Y=-ax+b
x= 1000 pymol de Trolox

Y= absorbancia correspondente a 1000 pmol. L' de Trolox
A partir da equagéo da reta: y = - 0,00030 x + 0,68274 substitua o x

Y =-0,00030. 1000 + 0,68274
Y=0,38274

Neste caso, a absorbancia correspondente a 1000 ymol. L' de Trolox calculado foi:
0,38274.

Assim, a partir das absorbancias obtidas das solu¢des de diferentes concentracdes
dos extratos, faca o grafico com a absorbancia no eixo Y e as diferentes concentracbes
da solugédo do extrato no eixo X. Em seguida, determine a equacado da reta através de

regressao linear.

Para calcular a capacidade antioxidante de uma amostra em equivalente Trolox
basta substituir o valor da absorbancia (0,38274) que corresponde a concentracao de 1000

umol. L do padrao Trolox.

Supondo que o grafico de concentracdo da amostra X Absorbancia, corresponda a

Curva Padrao
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equacéao:
Y =0,51506 — 0,00031x

O valor obtido para o termo x corresponde a concentracdo de extrato (mg. L)

equivalente a 1000 ymol. L' de Trolox.

0,38274 = 0,51506 — 0,00031x
X= 426,84 mg. L-1
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CAPIiTULO 4

DPPH - METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE DPPH
(2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZINA)

CARACTERISTICAS GERAIS

+  Método desenvolvido por Blois (1958).

Trata-se de um dos métodos mais usados, altamente sensivel, preciso, rapido,
simples, econémico (Oliveira, 2015);

+ as modificagdes no método sdo comuns, porém uma das mais difundidas é
metodologia proposta por Brand-Williams et al.,1995.

+  Adaptacdes comuns em relagdo ao método: variacao de solventes para dissol-
ver o DPPH?-; concentragdes iniciais da solucao de DPPH:-; aliquotas das varias
substancias utilizadas e da solugéo inicial de DPPH-; tempos de reagdo com o
radical DPPH-; absorbancias (Mishra et al., 2012; Oliveira, 2015).

ASPECTOS QUIMICOS

» A estrutura quimica do radical DPPH (DPPH:-), difere de muitos radicais que
exibem instabilidade e reatividade altas, no caso, a estrutura quimica deste
composto se trata de um radical livre estavel, pois possui trés anéis aromaticos
que apresentam efeito de ressonancia importante para estabilizar a carga ele-
trénica do radical DPPH- (Figura 4.1a). A estabilizacédo também é ocasionada
pela presencga dos trés grupos nitro e em dois atomos de nitrogénio em que 0s
elétrons se deslocam (Oliveira, 2015).

Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron, o DPPH sofre reducéo e
a intensidade de absor¢éo diminui e a solugdo com o radical perde cor (Figura
4.1b), variando do purpuro ao amarelo (Sucupira et al., 2012; Silveira et al.,
2018).
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Compostos 02N
antioxidantes
NO»

Figura: 4.1 a - Reacgéo de reducéo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil a 2,2-difenil-picrilhidrazina,
através da acdo de compostos antioxidantes (Adaptado de Oliveira et al., 2020). 4.1b- Altera¢éo na
coloragéo da reacao de oxirreducao da solugéo contendo radical DPPH e extrato de cerveja (Autores,
2022).

A diminuicdo da absorbancia pode ser monitorada por um espectrofotdmetro de
UV/visivel para determinar a capacidade antioxidante da substancia testada, sendo que a
leitura da absorbéancia relativa a concentragéo inicial de DPPH na cubeta deve ser escolhido

para resultar absorbancia com valores inferiores a 1,0 (Molyneux, 2004).

O indice de atividade antioxidante (IAA) pode ser expresso pela férmula:
IAA = Concentracéo final do DPPH- (ug. mL") / CE50 (ug. mL™)
que é utilizada visto que ndo ha uma avaliacao universal para o método DPPH-

(Scherer e Godoy 2009).

COMO FAZER?

+  Contém modificacdes dos métodos originais de Brand-Williams et al., 1995 e
Rufino et al. 2007.

»  Materiais necessarios para a realizagdo do método de sequestro do radical
DPPH estéo listados no quadro 4.2.

DPPH - Método de Sequestro do Radical Livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina)
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Reagentes Equipamentos

Etanol P.A. Agitador de tubos de ensaio
Agua destilada Balanga analitica
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazila) Baldes volumétricos

Crondmetro digital
Cubetas de vidro/ quartzo
Espectrofotdmetro

Pipeta de alta preciséo

Proveta

Quadro 4.2: Materiais, equipamentos e vidrarias para a realizagdo do método de sequestro do radical
DPPH.

PREPARO DAS SOLUCOES

Solucao de DPPH - 60 uM

Dissolva em élcool etilico 2,4 mg de DPPH, e complete o volume para 100 mL em
baldo volumétrico com alcool etilico. Homogeneize e transfira para um frasco de vidro

ambar, identificado.

Solucdes das amostras

Verifique o capitulo 2 deste manual (Preparo dos extratos das amostras).
Sugestéo: pese 20 mg do extrato e dissolva em 10,0 mL de etanol, assim a

concentragdo € 2,0 mg. mL™.

Procedimento

Pipete volumes iniciais da solugéo do extrato (25, 50, 75, 100 e 125 pL) em tubos de
ensaio. Complete o volume com etanol até 1000 pL. Realize em ftriplicata ao abrigo da luz.
Adicione 1,0 mL da solugéo etandlica de DPPH (60pyM).

Apds 30 minutos realize a leitura da absorbancia a A= 517 nm.
Controle: deve conter 1000 L de etanol e 1000 pL da solugédo de DPPH
Branco para calibragdo do espectrofotémetro: apenas etanol

As medidas de absorbancias obtidas devem ser plotadas no eixo Y, enquanto as
concentracdes do extrato em mg. mL-1 no eixo X. Assim como para a curva padrédo obtenha

a equacéo da reta e o R2 mais proximo de 1 possivel.

DPPH - Método de Sequestro do Radical Livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina)
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DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Apo6s a obtencdo da equacgdo de reta por meio da regresséo linear, realiza-se o
calculo da concentragéo de eficiéncia ECs.

Atencado @ deve-se observar se os valores de volume de solugéo do extrato devem

ser aumentados ou diminuidos para que o IC50 seja atingido.
Equacéo da curva do extrato
Y=aX-b
Onde: Y= absorbancia inicial do controle/2
X= resultado em yM DPPH
(Conversao em gramas: 1 yM de DPPH corresponde a 394,3 x 10°6)

Com as absorbéancias obtidas dos extratos, realize a plotagem dos dados absorbancia

no eixo Y e diluicdes no eixo X e determine a equagao da reta.
Assim:
X=ECs (mg. L)
A equacao que expressa o EC50 em g extrato/g DPPH é:
g extrato/g DPPH= (ECs, (mg. L")/ 1000 x1)/g DPPH

Note: o valor inicial de ECs, encontrado estava em mg. L e foi convertido a g. L™ ao
se dividir por 1000.

OUTRAS INFORMAGOES RELEVANTES

Quanto maior o consumo de DPPH- por uma amostra, menor sera seu ICs, € maior

a sua atividade antioxidante (Sousa et al., 2007).

A absorbancia e o decaimento obtidos a partir da quantidade remanescente do
radical DPPH podem variar consideravelmente com os diferentes tipos e concentragdes de

extratos contendo os antioxidantes, conforme dados da tabela 4.3 a seguir:

DPPH - Método de Sequestro do Radical Livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina)
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Quantidade

Concentracao = .
L = da solucéo Tipos de
inicial da Tempo de Reacao A A
solugdo (minutos) de solventes Absorbancia Referéncia
DPPH- utilizados
de DPPH- .
utilizado
0,1 mM 30 50 uL Metanol 515 nm (Yao et al.,, 2012)
0,5 mM 30 2mL Metanol 517 nm (Alam et al., 2012)
6x10-5M 1eb 975 uL Etanol 515 nm (Amira et al., 2012)
31,5uM 0ail20 1mL Etanol 518 nm (Fagali; Catala, 2008)
0,06 mM 0a9 3,9mL Metanol 515 nm (Rufino et al., 2007)
(Mot; Silaghi-
3,8 mM 6 20 uL Etanol 520 nm Dumitrescu; Séarbu,
2011)
100 mM 20 700 uL Metanol 515 nm (Locatelli et al., 2009)
Monitorado a até o
estado (Lépez-Giraldo et al.,
60 uM de equilibrio (6 1,95 mL Metanol 515 nm 2009)
horas)
Monitorado no tempo
de 30 minutos, 2, 6, .
0.4 mM/L 12, 24,36, 48, 72, 0,5mL Etanol 517 (Liang et al., 2010)
96, 120 e 144 horas
100 mM M°"'t°’§‘:‘; o ongo | 5 g mL Etanol 516 (Ordoudi et al., 2006)
0,3mM Acada 10 minutos 1mlL Etanol 540 (Liu et al., 2008)
até 1 hora
A cada 15 minutos
0,1 mM até o 2mL Metanol 517 (Lu; Yeap Foo, 2000)
estado de equilibrio
100 uM 30 2,95 Ace:“t;’ de 520 (Prevc et al., 2013)
Tampao
0.025 mM 180 20 mL fosfato de 517 (Niu et al., 2012)
sodio em pH
7.0
Agua e etanol
1,55x 10-4 M 60 - em uma 524 (Friaa et al., 2008)
mistura de 1/1
Acetona,
3.8 mg/50 mL 30 0,975 mL hexano e 515 (Fernandez-Orozco et
al., 2011)
metanol
Solugéo
0,4 mM 30 3mL metanolica 517 (Liang; Jin; Liu, 2011)
0,004%
Solucgédo
0.05 mM 5 0,5mL aquosa de 528 (Noipa et al., 2011)
micela

Tabela 4.3: Alteragdes ou modificagdes do método do DPPH.

Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

Dependendo do meio em que ocorre a solubilizagdo do radical DPPH pode-se

justificar o aumento na solubilidade pela transferéncia de um 4tomo de hidrogénio do proprio

DPPH - Método de Sequestro do Radical Livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina)

30



etanol ou metanol para o atomo de nitrogénio que esta ligado aos dois anéis aromaticos do
radical DPPH- (Qliveira, 2015).

A absorbéancia da solugédo de DPPH+ pode sofrer uma diminuicdo em torno de 20 a
35% devido a presencga da luz e ao tempo de exposicéo, influenciando, assim, o resultado
obtido (Oliveira, 2015).

O DPPH apresenta-se como um método simples podendo também ser usado para
avaliar a atividade antioxidante de formas sintéticas (ex: nimesulida, dapsona e acido

acetilsalicilico), algas, quitosanas etc. (Borges et al., 2011).
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CAPIiTULO 5

METODO RADICAL ABTS (2,2-AZINOBIS
(3-ETILBENZOTIAZOLINA-6-ACIDO SULFONICO))

CARACTERISTICAS GERAIS

aplicado em solugdes de substancias puras, misturas aquosas e bebidas;

a reagao ocorre por meio enzimatico para a geracao do radical a partir de pero-
xidases, mioglobina (Miller et al. 1993);

Re et al., 1999 desenvolveram o Ensaio de capacidade antioxidante equivalen-
te de Trolox (TEAC) (Huang et al., 2005)

por meio quimico a geragao de radical se da com a utilizagéo de didxido de
magnésio, persulfato de potassio (PP), [2,2"-azobis-(2- amidinopropeno) HCI]
ABAP (Rufino et al. 2007);

medida da atividade antioxidante em compostos de natureza lipidica ou hidro-
filica (Rufino et al. 2007);

andlise pode ser realizada em diferentes valores de pH;

» indicado para ensaios contendo compostos coloridos (ex: antocianinas) ja que
apresentam absorcdo méaxima proxima a regido infravermelha (Kuskoski et al.
2004).

ASPECTOS QUIMICOS

De forma original o método ABTS-+ foi baseado na ativacao da metamioglobina com
peroxido de hidrogénio na presenca do ABTS (Miller e Rice- Evans, 1996). Assim haveria
a producéo do cation radical na presenga ou auséncia dos antioxidantes, porém a critica
consistia no fato de que outros antioxidantes de reagdo mais rapida também poderiam

contribuir para a reducao do radical ferrilmioglobina (Re et al., 1999).

A técnica modificada usa ABTS e o persulfato de potassio (K.S,0s - PP) e revela a
producao do cromoforo azul/verde radical ABTS com maximo de absorbancia a 342 nm (Re
et al., 1999).

Adicéao de antioxidantes para o cation radical pré-formado reduzem ABTS até certo
ponto e em uma escala de tempo, dependendo da atividade antioxidante, a concentracéo do
antioxidante e a duracéo da reacdo. Assim, a extensa@o de descoloragdo como porcentagem
de inibicdo do ABTS -+ é determinado em fungé@o da concentragéo e do tempo e calculado
em relacdo a reatividade radical de Trolox ((6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid) como padrdo, nas mesmas condicdes (Sucupira et al., 2012).

As bandas maximas de absorbancia do cation radical ABTS «+ mudam um pouco em

Método radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))
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diferentes solventes devido ao efeito solvatocrémico: metanol (744-745 nm), etanol (753

nm) e propanol-1 (757 nm) (llyasov et al., 2020).

Normalmente, 0o ABTS -+ é pré-gerado um dia antes, misturando o PP e o ABTS para
repousar durante a noite (llyasov et al., 2020).

A equacédo a seguir (Figura 5.1) representa a estabilizacdo do radical ABTS «+ por

um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de potassio.

soy |+

"ol

‘CoHs  C2Hs + ANTIOXIDANTE
ABTS « (Cor verde escura) K>S:05 SOy
‘el
‘CoHs  CoMs

ABTS «* (Cor verde clara)

Figura 5.1: Estabilizagédo do radical ABTS a partir da reagdo com um antioxidante e persulfato de
potassio para a formacéao de ABTS -+.

COMO FAZER?

+ A medicdo da atividade antioxidante, a seguir, contém modificacdes dos méto-
dos originais (RUFINO et al., 2007 e BOROSKI et al., 2015).

+  Os reagentes, equipamentos e vidrarias estdo listados no quadro 5.2.

Reagentes Equipamentos e vidrarias

ABTS (2,2 azino bis (acido 3-etilbenzotiazolina- | Agitador de tubos de ensaio
6 sulfonico) sal de diaménio) .
] Balanca analitica
Agua destilada
Etanol P.A.

K2S208 (Persulfato de Potassio - PP)

Baldes volumétricos

Crondmetro digital

Cubetas
Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- E ot
4cido carboxilico) spectrofotometro
Proveta

Quadro 5.2: Reagentes, equipamentos e vidrarias para a realizagdo do método radical ABTS.

Método radical ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))
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PREPARO DE SOLUCOES

Solucao estoque de ABTS (7 mM)

Dissolva 192 mg do sal de ABTS e solubilize em agua destilada, complete o volume

para 50 mL em um baldo volumétrico.

Homegeneize e armazene (sob refrigeragdo, por no maximo um més em frasco de

vidro ambar)

Solucao de persulfato de potassio (140 mM)

Prepare esta solugdo em um baldo volumétrico de 10 mL, para isso, pese 378,4 mg

de persulfato de potassio e solubilize em agua destilada.

Homogeneize e armazene (temperatura ambiente, por no maximo um més em

frasco de vidro ambar)

Preparacéo do cation radical ABTS:+

Use 5 mL da solugéo estoque de ABTS e 88 pL da solugéo de persulfato de potassio.

Homogeneize e mantenha a mistura por 16 horas em repouso, a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.

Dilua 1 mL desta mistura em alcool etilico (cerca de 55 a 90 mL) a absorbéancia a 734

nm deve estar proxima a 0,70 + 0,05 nm.

Solucao padrao de Trolox 2 mM

Descrita no capitulo 3: Curva Padréo

DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

Prepare no minimo cinco diluicdbes em tubos de ensaio, a partir do extrato, em

triplicata.

Em ambiente escuro, transferira uma aliquota de 30 pL de cada diluigdo do extrato

para tubos de ensaio contendo 3,0 mL do radical ABTS++ e homogeneize.
As leituras destas solucdes devem ser realizadas apds 6 minutos a 734 nm.
Para a calibragéo do espectrofotdmetro utilize etanol.

Gréafico: Utilize os valores das absorbancias no eixo Y e as diluigdes (mg/L) no eixo
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Em seguida, determine a equacéo da reta.

Para calcular a AAT, deve-se substituir na equacgéo da reta a absorbancia equivalente
a 1.000 yM do padrao Trolox (caso a substancia padrao utilizada tenha sido Trolox) em que:

Y=-ax+b

O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente
a 1.000 yM de Trolox.

Calculo das diluicbes do extrato (mg/L) equivalente a 1.000 uM de troloxy =ax + b
onde:

y = Absorbancia correspondente a 1.000 M de trolox

x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 yM de trolox

O resultado Z € expresso em pM trolox/ g de extrato

Assim:

X(g)= x/1000

Z= 1000/ X(g).1

€ calculado pela divisdo de 1.000 (zM) pelo valor de x(g) e multiplicado por 1(g) para
encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM trolox / g de extrato. Calculo final expresso
em (uM/ g).
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CAPITULO 6

FRAP - METODO DE REDUCAO DO FERRO FRAP (FERRIC
REDUCING ANTIOXIDANT POWER)

CARACTERISTICAS GERAIS

+  Metodologia inicialmente desenvolvida para medir a forga antioxidante em plas-
ma sanguineo, a partir da determinacao do poder de redugé@o do ion férrico
(presente no complexo 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ)) e producéo do ion
ferroso (Fe?*) (Benzie e Strain, 1996).

+  Meétodo simples e reprodutivel amplamente utilizado para determinar a ativida-
de antioxidante das plantas, extratos de alimentos, fluidos bioldgicos, especia-
rias, vegetais, frutas e 6leos essenciais (Wojtunik-Kulesza, 2020).

+  Esse método, em conjunto com outros ensaios antioxidantes possibilitou resul-
tados consistentes para mais de 70 plantas medicinais investigadas (Katalinic
et al., 2006).

«  Erecomendavel realizar este teste e algum outro para correlacionar as técnicas
e seus resultados (Rufino et al., 2006).

ASPECTOS QUIMICOS

*  Neste método ocorre a reducao do complexo ion férrico-TPTZ (2,4,6-tri (2-piri-
dil) -1,3,5-triazina) a partir da presenca de antioxidantes. A quantidade de ferro
reduzido (Fe®* a Fe*?) pode ser relacionada a quantidade de antioxidantes e
evidenciada por meio da absorbancia (Moon e Shibamoto, 2009).

+  Complexo [Fe*(TPTZ).J** inicial quando reage com uma substéancia antioxidan-
te redutora em um meio acido, recebe um elétron e reduz-se a [Fe?** (TPTZ),]*,
na figura 6.1 € possivel verificar a reacdo do ensaio FRAP (Sucupira et al.,
2012).

+  Este ensaio deve ocorrer em condi¢cbes acidas, visto que, o pH tem efeito im-
portante na reducdo da capacidade de antioxidantes. Em meio acido a capa-
cidade de reducéo pode ser suprimida devido a protonagédo com compostos
antioxidantes, ja em pH basico, ocorre a dissociagéo de prétons de compostos
fendlicos o que pode ocasionar a capacidade de reduzir uma amostra (Huang
et al., 2005).

+  Aabsorbancia é medida a 593 nm devido a formagdo ao composo Fe?* de cor
azul marinho muito intenso a partir do complexo de Fe®* oxidado incolor pela
acao de antioxidantes doadores de elétrons. Quanto maior a absorbancia maior
¢€ o efeito antioxidante (Vijayalakshmi e Ruckmani, 2016).

+  Atécnica é limitada ao meio aquoso e as substancias que tenham menor capa-
cidade de reducao que o proprio ion férrico para ndo contribuir com o aumento
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da absorbéancia e consequente equivoco no resultado (Sucupira et al., 2012).

*  Os resultados do FRAP podem variar dependendo da escala de tempo da
andlise. Fenodis de reacéo rapida que se ligam ao ferro ou se decompdem em
compostos com menor ou reatividades diferentes séo melhor analisadas com
tempos de reacéo curtos (4 minutos), porém algumas destas substancias rea-
gem de forma mais lenta o que requer tempos mais longos (30 minutos) (Prior
et al., 2005).

+  Substancias padrdo neste ensaio: Trolox, acido ascorbico, BHT e catequina
(Katalinic et al., 2006).
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Figura 6.1: Redugao do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil) -1,3,5-triazina) com Fe®*. Reagéo do ensaio
FRAP.

COMO FAZER?

»  Método de acordo com Benzie e Strain, 1996 com adapta¢des de Rufino et al.,

2006.
+  Os materiais necessarios para a realizagdo do método FRAP estéo listados no
quadro 6.2.
Reagentes Equipamentos e vidrarias

Acetato de sédio trihidratado

Acido cloridrico P.A.

Agua destilada

Etanol

Cloreto de ferro (lll) hexahidratado
Sulfato de ferro (Il) heptahidratado
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil) - s - triazina)

Agitador de tubos de ensaio
Balanga analitica

Baldes volumeétricos
Banho-maria

Cronbémetro digital

Cubetas de vidro
Espectrofotdmetro

Pipeta

Proveta

Tubos de ensaio

Quadro 6.2: Reagentes, equipamentos e vidrarias necessarios para a realizagdo do método FRAP.
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PREPARO DE SOLUCOES

Solucao de HCI 40 mM

Adicione 3,34 mL de HCI em &agua destilada e complete o volume em balédo

volumétrico de 1 L.

Homogeneize e armazene em frasco de vidro a temperatura ambiente por tempo

indeterminado.

Solucao de TPTZ 10 mM

Dissolva 3,12 g de TPTZ em, aproximadamente 5 mL da solugcao de HCI 40 mM e

complete o volume para 1 L em um balédo volumétrico com HCI 40 mM.
Homogeneize e transfira para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.

Armazene sob refrigerag@o por até um més.

Solucao de Cloreto Férrico 20 mM

Dissolva 5,4 g de cloreto férrico em agua destilada e complete o volume para 1 Lem

um baldo volumétrico com agua destilada.

Homogeneize e armazene em frasco de vidro ambar, sob refrigeragéo, por até um

més.

Solucao tampao acetato de sédio 0,3 M (pH 3,6)

Dissolva 3,1g de acetato de s6dio em 16 mL de &acido acético glacial e complete o

volume para 1 L em um balédo volumétrico com agua destilada.

Homogeneize e armazene em frasco de vidro &mbar.

Solucao do Reagente FRAP

Para esta solug¢édo use tampéo acetato 0,3 M (25 mL), solugcédo de TPTZ 10 mM (2,5

mL)_e)squgéo aquosa de cloreto de ferro (11l) 20 mM (2,5 mL)

Importante: esta solugdo do reagente FRAP deve ser utilizada imediatamente ap6s

sua preparacao.

Solucao Padrao de Sulfato de Ferro (Il) 2000 ymol. L™

Dissolva 27,8 mg de sulfato ferroso em agua destilada e complete o volume com

agua destilada, use um baldo volumétrico de 50 mL
Prepare e use esta solugéo no dia da analise.

Homogeneize e armazene em um frasco de vidro &mbar para armazenamento.

FRAP - Método de Reducao do Ferro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
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CURVA PADRAO DO SULFATO DE FERRO (lI)

Prepare baldes volumétricos de 10 mL com solugbes variando a concentragao de

500 yM a 1500 pM feitas a partir da solugcao padréo de sulfato ferroso (2.000 yM).

Calculos:
—> Dica: Cinicial X Vinicial= Cfinal X Viinal

Onde: C (concentragéo) e V (volume)
Exemplo: Solugéo Cfinal = 500 yM
Cinicial = 2 mM = 2000 yM
Vinicial =? (quanto usar da solugéo padréo)
Viinal = 10 mL
Cinicial X Vinicial = Cfinal X Vfinal
2000uM X Vinicial = 500 M x 10 mL
Vinicial = 2,5mL da solugdo padrédo de Sulfato de Ferro (ll)
Assim, tem-se:
Volume de alcool etilico para complementar 10 mL no baldo volumétrico sera:
Vaicool etilico = 10 — 2,56 = 7,5 mL

ApOs calculados € possivel tabela-los (Tabela 6.3) da seguinte forma:

Solucao padrao de sulfato Agua destilada Concentracao final
ferroso (mL) (mL) (um)
2,5 7,5 500
5,0 5,0 1000
7,5 25 1500
10 0 2000

Tabela 6.3: Volumes de solucéo sulfato ferroso para a curva padréo.

DETERMINAGAO DA CURVA PADRAO - PADRAO SULFATO DE FERRO (ll)

Transfira uma aliquota de 90 pL de cada solucao de sulfato de ferro (1) (500 pM,
1.000 pM, 1.500 uM e 2.000 pyM) para tubos de ensaio.

Acrescente 270 pL de agua destilada misture com 2,7 mL do reagente FRAP.
Homogeneize as solugbes em mantenha em banho-maria a 37 °C.

Ap6s 30 minutos faca a leitura espectrofotométrica no comprimento de onda igual
a 593 nm.

—> Calibre o espectrofotdmetro utilizando o reagente FRAP como branco.

FRAP - Método de Reducao do Ferro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
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Para fazer o grafico use as concentragdes de sulfato de ferro (ll) (mM) que devem

ser plotadas no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y.
Calcule a equacéo da reta.

A partir da equacgéo da reta, calcule a absorbancia referente a 1000 mM de sulfato

ferroso.
Sendo:
y=ax+b
Onde, x = 1.000 yM de sulfato ferroso

y =Absorbancia correspondente a 1.000 yM de sulfato ferroso

DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

Prepare em tubos de ensaio, no minimo cinco diluicbes diferentes do extrato

(sugestdes no Capitulo 3), em triplicata.

—> Dependendo do tipo de extrato, pode ser que haja necessidade da realizacao de

uma centrifugacéo antes da leitura da absorbéancia.

Transfira uma aliquota de 90 yL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio,
acrescente 270 pL de agua destilada, misture com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneize

em agitador de tubos e mantenha em banho-maria a 37 °C.

Ap6s 30 minutos da mistura preparada faga a leitura da absorbancia em

espectrofotébmetro a 593 nm.
—> Atencéo: realize estes procedimentos em ambiente escuro.
Use o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

Com os valores das absorbancias obtidas nas diferentes diluicbes dos extratos plote

a absorbancia no eixo Y e a diluicdo dos extratos (mg/ L) no eixo X.
Determine a equacéo da reta.

Para o célculo da AAT, deve-se substituir na equagdo da reta a absorbéancia

equivalente a 1.000 M do padréo sulfato ferroso.

O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente

a 1.000 yM de sulfato ferroso.
y=ax+b
Onde, y = Absorbancia correspondente a 1.000 yM de sulfato ferroso
x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 yM de sulfato ferroso

A partir do resultado encontrado (x), deve-se dividi-lo por 1.000 para ter o valor em
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grama. O resultado é calculado pela divisao de 1.000 (uM) pelo valor de X(g) e multiplicado

por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM sulfato ferroso/g de extrato.
Dessa forma, tem-se:
X(g) = x/1.000
Z =1.000 / X(g).1

RESULTADOS E INTERPRETAGCOES

A elevada capacidade redutora é indicada pelo aumento da absorbancia. Esse poder
de absorbancia de conversdo de Fe (lll) a Fe (Il) pode ser expressa em pymol. L. Valores
que podem ser expressos na curva de calibragdo com o sulfato ferroso.

A partir da regresséo linear, tem-se a equacgéo da reta. O valor de absorbancia

obtido em Y € possivel comparar na reta do extrato até a obtengéo do x na equagéo.

OUTRO PADRAO PODE SER O TROLOX- METODOLOGIA DESCRITA POR
SILVAET AL., 2018

Trolox pode ser testado nas concentragdes de 25, 62,5, 125 e 250 mg. L.

O ensaio ocorre com a adigdo em tubos de ensaio de uma aliquota de 90 pL da

solugéo padrédo de Trolox, 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP.

A mistura deve ser homogeneizada, mantida em banho-maria a 37 °C durante 30

min, e a leitura da absorbancia medida a 593 nm.

A capacidade antioxidante da amostra sera obtida através da curva de concentragédo

da solugédo de Trolox (eixo x) versus absorbancia da solugdo da amostra (eixo Y).
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CAPITULO 7

SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO

LINOLEICO-

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO
SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

(Teste de branqueamento do B-caroteno)

CARACTERISTICAS GERAIS

Sistema desenvolvido por Marco (1968), modificado por Miller (1971).

Método fundamentado na descoloragdo do B-caroteno induzida pela sua ati-
vidade de inibicéo de radicais livres, gerados durante a peroxidagao do acido
linoleico (Silva et al., 2018)

E um ensaio apropriado para avaliar antioxidantes lipofilicos, como 6leos es-
senciais (Kulisic et al., 2004)

ASPECTOS QUIMICOS

A medida da atividade antioxidante de compostos orgénicos volateis resulta da
inibicdo da formacéao de dieno conjugado hidroperdxido a partir do acido linoléi-
co e B-caroteno junto a oxidagdo em um sistema aquoso emulsionado, no qual
perde sua cor laranja ao reagir com os radicais (Lopes-Lutz et al., 2008).

BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e trolox podem ser considerados como an-
tioxidantes comuns para este ensaio (Silva et al., 2018).

COMO FAZER?

+  Metodologia descrita por Rufino et al. (2006)

» No quadro 7.1 esta contida a lista de reagentes, equipamentos e materiais para

a realizacao do teste de branqueamento do 3-caroteno.

Reagentes

Equipamentos e vidrarias

B-caroteno
Acido linoleico
Agua destilada
Etanol
Cloroférmio
Trolox

Tween 40

Agitador de tubos de ensaio
Baldes Volumétricos
Balanga analitica
Banho-maria

Bécker

Crondmetro digital

Cubetas

Erlenmeyer
Espectrofotometro

Oxigenador

Sistema B-caroteno/acido linoleico- Determinagéo da atividade antioxidante no sistema 3-caroteno/4cido linoleico




Pipeta de alta preciséo
Proveta

Tubos de ensaio

Quadro 7.1 - Reagentes, equipamentos e vidrarias necessarios para a realizagéo do teste de
branqueamento do -caroteno.

PREPARO DE SOLUCOES

Solucgao controle de Trolox (200 mg. L")

Dissolva 2 mg deTrolox em aproximadamente 5 mL de etanol e complete o volume

para 10 mL em um baldo volumétrico com etanol

Homogeneize e armazene em um frasco de vidro ambar apenas durante o dia da

analise
Tratamento da agua destilada

Submeta aproximadamente 500 mL de &agua destilada a borbulhamento com

oxigénio (oxigenador) por 30 minutos.
Solucgao pB-Caroteno (20 mg. L)

Pese 20 mg de B-caroteno em um tubo de 2 mL protegido da luz, adicione 1 mL de

cloroférmio, agite e utilize imediatamente.
Solugéo Sistema B-caroteno/Acido Linoleico

Adicione 40 pL de &cido linoleico, 530 pL de Tween 40, 50 pL da solugdo B-caroteno

e, para solubilizar, adicione 1mL de cloroférmio.

Homegeneize e evapore completamente o cloroférmio com o auxilio do oxigenador.
Em seguida, adicione a agua tratada com oxigénio até obter uma absorbancia entre 0,6 e

0,7 nm a 470 nm.

A solucéo sistema B-caroteno/Acido Linoleico apresenta uma coloracdo amarelo-
alaranjada, e deve estar protegida da luz e ser utilizada prontamente.

Prepare as amostras dos extratos (Capitulo 3 contém sugestbes para a preparacao

do extrato da amostra).
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DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

Em tubos de ensaio, faca no minimo trés diluicbes diferentes, em triplicata.

Misture 0,4 mL de cada dilui¢do do extrato com 5 mL da solugéo sistema 3-caroteno/

acido linoleico.

Utilize como controle 0,4 mL da solugéo de Trolox com 5 mL da solugéo sistema

B-caroteno/acido linoleico.
Homogeneize os tubos de ensaio em agitador e mantenha em banho-maria a 40 °C.

Realize a primeira leitura (470 nm) ap6s 2 minutos de efetuada a mistura e depois

em intervalos de quinze minutos até 120 minutos.
Calibre o espectrofotdmetro com agua.
Os resultados sao expressos em percentagem de inibicéo da oxidagéo.

A reducao da absorbéncia do sistema sem antioxidante é considerada como 100%

de oxidacao, de acordo com a equacao:
Reducéo da absorbancia = Absinicial - AbsSfinal

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras é correlacionado com o

sistema e estabelece a percentagem de oxidagéo, conforme a equacgéo:
%Oxidac¢ao= (reducao Absamostra X 100) / redugao Abssistema

Ao subtrair a porcentagem de oxidacdo de cada amostra de 100 obtém-se a agéo
antioxidante da amostra e faz-se a comparagéo com a atividade antioxidante do padréao

Trolox.

Acéao antioxidante — %Protecdo = 100 — (% Oxidagéo)
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CAPITULO 8

TBA OU TBARS (THIOBARBITURIC ACID REACTIVE
SUBSTANCES) - ENSAIO ANTIOXIDANTE PELO METODO
DO ACIDO TIOBARBITURICO — ESPECIES REATIVAS

CARACTERISTICAS GERAIS

Ensaio primeiramente descrito por Ohkawa et al., (1979) usando tecidos ani-
mais (cérebro, musculos e figado).

O método TBARS é muito utilizado para estimar peroxidacgéo lipidica nas mem-
branas e sistemas biolégicos (Rael et al. 2004).

Teste importante por evidenciar do estado oxidativo, no prognéstico da rancidez
nas industrias de alimentos (Osawa et al., 2005).

A formacao de produtos citotoxicos como o malonaldeido pode ocorrer devido
a atuacdo das EROs em componentes celulares, especialmente nas membra-
nas, ocasionando alteracdes estruturais e relativas a permeabilidade podendo
resultar até na morte celular (Oliveira et al., 2015).

ASPECTOS QUIMICOS

O método trata a analise espectrofotométrica relativa a atividade de extratos e
fracdes sob a formacao do malonaldeido (MDA) a partir da oxidagéo de acidos
graxos insaturados. E um método simples e sensivel para mensuragéo da pero-
xidacgéo lipidica, embora néo seja muito especifico (Andrade Junior et al., 2005)

+  Os peroéxidos lipidicos produzidos a partir de estresse oxidativo quando quan-
tificados pelo ensaio TBARS, acontecem a partir da utilizagdo da reagdo do
malondialdeido (MDA) com &cido 2-tiobarbiturico (TBA), medido opticamente
(Ohkawa et al., 1979; Silva et al., 1999).

+ O mecanismo da reacdo no qual o marcador MDA (um dos mais abundantes)
€ derivado da peroxidacao lipidica de &cidos graxos poliinsaturados conten-
do trés ou mais duplas ligagbes como o araquidénico (AA), eicosapentaenoico
(EPA) e docosahexaenoico (DHA) (Barbosa et al., 2010).

O MA néo € o unico produto de oxidagé@o dos lipidios que reage com o TBA:
os 4-hidroxialcenais, os 2,4-alcadienais e os 2-alcenais formam igualmente um
cromogénio. Por isso é preferivel utilizar o termo: “substancias que reagem com
o TBA” (TBARS) (Silva et al., 1999).

+ O valor do pH é um importante fator que afeta a reatividade dos perdxidos de
acidos graxos com TBA (Ohkawa et al., 1979).

+ Apresenca de TBARS acontece a partir do segundo estagio de auto-oxidacao
em que perdxidos sdo oxidados em aldeidos e cetonas e podem ser dosados
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(Kaczmarek e Muzolf-Panek, 2021).

+ Algumas substancias (glicose, sacarose) contidas em amostras podem inter-
ferir na formacgéo de TBARS, um efeito sinérgico que sobrestima a oxidagéo.
No entanto, o MA pode nao reagir com o TBA devido a sua complexacdo com
proteinas, aminas e outros compostos. na reacédo de peroxidacao lipidica (Silva
etal., 1999).

*  Neste ensaio TBARS uma molécula de MA reage com duas moléculas de TBA
para formar um complexo de cor vermelha, (Figura 8.1) o qual absorve a 532-
535 nm (Silva et al., 1999).

HS OH S« _N_ _OHHO_ _N_ _SH
Meio acido Y = - \”/

+CH24..N\\\\N
OH OH

Figura 8.1: Reacéo do ensaio de TBA entre o acido 2- tiobarbitirico e o malondialdeido. Produto
medido espectrofotometricamente a 532 nm.

De acordo com Osawa et al., 2005 as metodologias do teste de TBA baseadas em

espectrofotometria podem ser agrupadas de quatro maneiras diferentes:
+  Diretamente na amostra:

Por meio de aquecimento direto com a solugéo acidificada de TBA até um maximo
desenvolvimento de cor. Este procedimento deve ser seguido da extracdo do

complexo colorido com solventes organicos.
Solventes orgéanicos usuais: butanol e éter de petréleo

Medigéo espectrofotométrica.

»  Na porgéo lipidica da amostra:

Extracdo da porcéo lipidica da amostra, seguida da reacdo com o TBA para a
formagéao do complexo colorido, com posterior medicédo espectrofotométrica.

»  No extrato acido-aquoso da amostra:

Faz-se o emprego de solu¢des de acido tricloroacético (TCA) ou &cido perclorico,

sendo o malonaldeido um dos componentes.

Esse extrato reage com a solugéo de TBA para a formacao do complexo colorido
que é medido espectrofotometricamente.

»  Na por¢éo do destilado da amostra:

Realiza-se a destilagédo do alimento com &cido, em seguida o reagente de TBA

TBA ou TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) - Ensaio antioxidante pelo método do &cido tiobarbiturico —
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acidificado € adicionado a porgéo do destilado.

Faz-se o aquecimento para o desenvolvimento méximo de cor e medi¢do
espectrofotométrica.

PROCEDIMENTOS PARA A REALIZACAO DO METODO TBARS (METODO
ORIGINAL OHKAWA ET AL., 1979 MODIFICADO POR MORAIS ET AL. 2006)

Use, como meio rico em lipideos - solugcao de gema de ovo homogeneizada.
Recomenda-se o procedimento em quintuplicata.

Em tubos de ensaio (5) foram colocados 0,5 mL da solu¢dao de gema de ovo (10%
m/v) e 0,1 mL de solu¢do da amostra (6leos essenciais e padrdes) dissolvida em metanol,

completando o volume com 0,4 mL de agua.

Realize o teste com trés concentracbes diferentes de cada amostra (100, 500 e

1000 ppm) m/v.

Adicione em cada tubo 0,05 mL de 2’-azobis (2- amidinopropano) dihidrocloreto

(ABAP) na concentragéo de 0,07 mol/L para induzir a peroxidagéo dos lipideos.

Acrescente 1,5 mL de solugéo 20% de acido acético (pH 3,5) e 1,5 mL de solugéo
de acido tiobarbitarico (TBA) (0,8% m/v ou 0,02 M) em solu¢do dedodecil sulfato de sédio
(SDS) (1,1% m/v).

O tubo de ensaio com o experimento controle deve possuir todos os reagentes, com

excecdo da amostra testada, para se observar a completa peroxidacao dos lipideos.

Os tubos de ensaio devem permanecer em banho-maria a 950C, sob agitacéo,
durante 1 hora.

ApoOs isso, realize o resfriamento, e adicione 5 mL de 1-butanol a cada tubo e

centrifugue a 3000 rpm, durante 10 min.

Faca a leitura da absorbancia da camada orgénica superior em um espectrofotometro

no comprimento de onda de 532 nm.

Verifique por meio de calculos o indice Antioxidante da amostra em percentual
(IA%), para isso, use a formula:

IA% = 1 — (Amedia/ AbScontrole) X 100,

Sendo:

Abscontrole= a absorbancia do controle totalmente oxidado

Amedia = @ média aritmética das absorbancias da amostra testada.

Neste método, vocé pode utilizar como padréo positivo os antioxidantes (2,6-diterc-

butil-p-cresol) (BHT) e a-tocoferol (Vitamina E) nas mesmas proporcoes a que foram
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submetidos os investigados (6leos essenciais, carnes, pescados e derivados).

Dicas importantes:

Para a realizacao do ensaio TBARS, deve-se conhecer a composicao em acidos
graxos da amostra em analise, visto que o teste mede a extensdo da oxidacao de lipidios
com trés ou mais duplas ligacoes (Osawa et al., 2005)

Para misturas de varios constituintes, o ensaio tera apenas significado qualitativo
e comparativo. Pode por exemplo, viabilizar a comparacdo em um Unico material em

diferentes estagios de oxidagao.
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CAPITULO 9

ORAC- OXYGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY

CARACTERISTICAS GERAIS

O método ORAC foi inicialmente desenvolvido por Cao et al., 1992 (Zuleta et
al., 2009).

+ O ORAC uitiliza os radicais peroxila como substancias pro-oxidantes, geradas a
partir do azo-iniciador AAPH (dihidrocloreto de 2,2’- azobis [2- metilpropionami-
da]) e como substrato tem-se a fluoresceina (Boroski et al., 2015).

+ Serve para extratos com caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, tais como
amostras de fitoquimicos, frutas, tecidos animais, alimentos, suplementos
(Huang et al., 2005).

+  Por apresentar uma série de vantagens, a espectroscopia por fluorescéncia tem
sido largamente utilizada na busca por antioxidantes de fontes naturais (Alves
et al., 2010).

+  Neste ensaio é fornecida uma fonte controlavel de radicais peroxil que ade-
quam reagdes de antioxidantes com lipidios em sistemas alimentares e fisiol6-
gicos (Thaipong et al., 2006).

+  As substancias antioxidantes na amostra, sdo responsaveis pela protecdo da
fluoresceina da degradacéo (oxida¢do) ocasionada pelo radical peroxil (Buroski
et al., 2015)

+ Aalteracéo estrutural da fluoresceina devido ao ataque de radicais promove a
perda da fluorescéncia, que de forma grafica, a partir da utilizacdo de substan-
cia padrdo obtém-se uma curva de decaimento de fluorescéncia (AUC- area
under curve) (Alves et al., 2010).

. Podem ocorrer interagbes entre a sonda fluorescente e antioxidantes, testes
melhorados séo realizados com fluoresceina (Huang et al., 2005).

ASPECTOS QUIMICOS

+ Aavaliagado antioxidante se da pela inibicdo da oxidacgédo, induzida pelo radical
peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio (Huang et al., 2005).

»  As substancias antioxidantes contidas nas amostras sdo as responsaveis pela
manutencéo da intensidade da fluorescéncia (Boroski et al., 2015)

« O azo-iniciador gera radicais peroxila quando sofrem decomposicao térmica na
presenca de gas oxigénio (Boroski et al., 2015).

+  Aperda de fluorescéncia da fluoresceina pela agéo dos radicais peroxila € devi-
da a alteragao estrutural que ela sofre, passando por varias etapas. A estrutura
final ainda néo foi elucidada (Ou et al., 2001).
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»  Asficoeritrinas sdo muito fotossensiveis e interagem com compostos fendlicos
por ligagdes ndo bem esclarecidas (Zuleta et al. 2009).

+ Aatividade antioxidante de uma dada substancia € determinada através da di-
ferenca entre a area da amostra subtraida pela area do branco (AUC), medida
pelo decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia antioxidante no
decorrer do tempo (Alves et al., 2010).

+ O ensaio expressa o resultado em unidade de ORAC ou equivalentes de Trolox
(TE), o qual corresponde a quantidade de Trolox em yM que tem a mesma ativi-
dade antioxidante de um litro de solugéo testada (Alves et al., 2010).

COMO FAZER?

. Metodologia de acordo com Buroski et al., 2015.

»  No quadro 9.1 esta contida a lista de reagentes, equipamentos e materiais para
a realizacao do teste ORAC.

Reagentes Equipamentos e vidrarias

AAPH (dihidrocloreto de 2,2’ — azobis [2- Balanca analitica

metilpropionamidal) Cubetas de quartzo

Fluoresceina (3’, 6’- dihidroxipiro[

isobenzofurano -1 [3H], 9']9H]-xanteno]-3-ona | ESPectrofluorimetro

Solugao tampao fosfato Beckers

Trolox Tubos de ensaio

Baldes volumétricos

Quadro 9.1: Reagentes, equipamentos e vidrarias necessarios para a realizagéo do teste ORAC.

PREPARO DOS REAGENTES

Solucao estoque de fluoresceina

Utilize a balanca analitica e meca 19,8 mg de fluoresceina e dissolva em 50,0 mL de
solugédo tampéo fosfato (75 mmol . L' em pH= 7).

*Esta solugdo estoque deve ser armazenada a -20°C e pode durar meses ao abrigo
da luz.

Solucao de trabalho de fluoresceina

O preparo deve ser diario, realize uma nova diluicdo sendo 25 pL da solugéo estoque
em 25 mL de solugdo tampé&o fosfato seguida de outra diluicdo em que se utiliza 100 yL em

25 mL de solugéo tampéo resultando numa concentragéo final de 4 nmol. L.
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Solucao de AAPH (160 mmol. L)

Dissolva 434 mg em 10,0 mL de solugé@o tampéo fosfato.

*Esta solugéo deve ser feita no dia da analise, tem durabilidade de apenas 8 horas

e deve ser mantida ao abrigo da luz e sob refrigeragéo.

Solucdes das amostras

Os métodos foram abordados neste manual no capitulo 3, como o método ORAC
€ muito sensivel, estas solugdes devem ser diluidas na solugdo tampao fosfato, porém

utilizadas no maximo em 30 minutos.

Solucao padrao de Trolox- estoque

Para o preparo desta solucéo, utilize 11 mg de Trolox e dissolva em 50 mL de
solugéo tampéo fosfato, sendo a concentragéo final igual a 852 ymol. L.

*Esta solugdo pode ser armazenada por até 4 meses ao abrigo da luz e submetida

a temperatura de -80° C.

Solucgdes de trabalho do padrao Trolox

A solugdo estoque deve ser diluida na solugdo tampédo fosfato possibilitando a
formacéo de solugdes com concentragbes que variem de 0 a 100 ymol. L-1, conforme
tabela 9.2.

o T Vot 2 S50 | voum 0 socto
(umol. L") (L)
0 0 250
25 7,33 242,67
50 14,67 235,33
75 22,01 227,99
100 29,34 220,66

Tabela 9.2: Valores de volumes de solugéo estoque Trolox e solugéo tampao fosfato para obtencéo das
concentragées (0 até 100 ymol. L7).

—> Dica: Cinicial X Vinicial= Cfinal X Vfinal
onde: C (concentragéo) e V (volume)
Exemplo: Solugéo Cfinal = 50 pymol. L

Cinicial = 852 ymol. L' (Solugéo estoque Trolox)
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Vinicial =? (quanto usar da solugéo estoque trolox)

Viinal = 250uL

Cinicial X Vinicial = Cfinal X Vfinal

852 pmol. L' x Vinicial = 50 ymol. L' x 250 pL
V inicial = 14,67 pL

V solugéo tampéo fosfato = 250 plL - 14,67 plL

V soluggo tampéo fosfato = 235,33 pL
Determinacao da atividade antioxidante

Construa a curva de calibragdo a 37° C, para isso, adicione 250 pL da solugéo que
contém a amostra na cubeta de quartzo, ou tampao fosfato para o branco, ou de solugcéo
de Trolox.

Adicione 1500 pL de solugéo de fluoresceina 4 nmol. L' e mantenha a cubeta por 5
minutos sob protecédo da luz a 37° C, para ambientar as solucoes.

Posteriormente, adicione 250 pL de solugdo de AAPH (160 mmol. L") com o inicio
imediato da leitura da intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda de excitagao
igual a 485 nm e de emisséo de 515 nm.

Realize as leituras durante 30 minutos e que devem ter intervalos de 1 minuto.

*A decomposicao térmica da solucdo de AAPH gera radicais peroxila e ao reagirem
com a fluoresceina promovem a diminui¢éao de fluorescéncia (Figura 9.3).

Decréscimo na
intensidade de

w PO
b fluorescéncia
Radical COCH

Peroxila
I, oo o

Fluoresceina
*AO = substancias antioxidantes

Fluorescéncia
inalterada

Figura 9.3: Influéncia de substancias antioxidantes nas reagoes entre radical peroxila e a fluoresceina.

Atencdo —> apds os 30 minutos de leitura da amostra, a intensidade de fluoresceina
deve ser menor que 10% do seu valor inicial. Caso, isso ndo ocorra, tem-se a necessidade

de ajustar a concentracdo da solucéo a ser analisada.
Resultados - analise

Os resultados das analises séo plotados em um gréfico intensidade de fluorescéncia
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X tempo em minutos, a area sob a curva (AUC- area under curve) obtida para a solugéo

padrao Trolox ou da amostra , e a area sob a curva obtida para o branco.

A AUC pode ser calculada a partir da equacgao:

AUC = (1+ f1/fg + fz/fg + ...+ fn+1/f0)

Onde: f, = intensidade de fluorescéncia inicial;
f, = intensidade de fluorescéncia no tempo n.

Esse calculo deve ser realizado para todas as re (triplicatas). A area liquida é
calculada para a amostra ou para a solugdo padrao descontando-se o valor de AUC do

branco.

Area Liquida = AUC - AUCbranco

Apds obter a area liquida, realize o célculo da capacidade antioxidante expressando-a
em equivalente Trolox (TE), através da equacgéo da reta de uma curva de calibragéo feita

com solucédo Trolox descrita anteriormente.

Assim, tem-se que o valor Y da equacgdo da reta corresponde a area liquida da
amostra ou do padrao, enquanto x € o valor de ORAC, que pode ser expresso em ymol. L'
TE para as amostras liquidas e ymol TE g para amostras sélidas de extrato ou em pmol

TE 100 g' de amostra em base Umida ou seca.
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