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RESUMO

A atividade antioxidante de extratos de frutas (acerola, amora, acai € morango) e compostos puros foi avaliada por meio de dois
métodos: sistema [B-caroteno/acido linoléico e método de seqilestro de radicais livres (DPPHe - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila). As
metodologias foram previamente adaptadas para a realizacao em microplacas, de forma a reduzir a quantidade de reagentes e
amostras necessarias, aumentar o numero de analises simultaneas e permitir a automatizacao das leituras de absorbancia. Os
resultados mostraram que a atividade antioxidante dos extratos metanoélicos dos frutos estava de acordo com a apresentada pelos
compostos puros, isto € acido ascérbico e compostos fendlicos, nos dois sistemas. O extrato de acerola, devido ao seu alto contetdo
de vitamina C, comportou-se como proé-oxidante e os de acai, amora e morango como antioxidantes no sistema [-caroteno/acido
linoléico. Entretanto, quando avaliado pelo método de seqiiestro de radicais livres, o extrato de acerola apresentou a maior atividade
antioxidante, seguido pelos extratos de amora, acai € morango. As adaptacgoes realizadas nos métodos de avaliacao de atividade
antioxidante utilizando microplaca permitiram a realizacao de multiplas analises simultaneas, além de minimizar significativamente
o uso de reagentes e amostras.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY USING THE B-CAROTENE/LINOLEIC ACID SYSTEM AND THE DPPH SCAVENGING
METHOD. The antioxidant activity of fruit extracts (acerola, acai, black-berry and strawberry) and pure compounds has been
analysed by two methods: B-carotene/linoleic acid and DPPH ¢ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay. First, those
methodologies were adapted to be performed in microplates, in order to reduce the sample and reagent amounts, to increase the
number of simultaneous analyses and to automate absorbance lectures. The results showed that the antioxidant activity of the fruit
extracts was in accordance with those of pure ascorbic acid and phenolic compounds, in the two systems. The acerola extract, due
to its high vitamin C content, acted as pro-oxidant, but agai, black-berry and strawberry extracts acted as antioxidants in -carotene/
linoleic acid system. However, by the DPPH radical scavenging assay the acerola extract presented the highest antioxidant activity,
followed by acai, black-berrry and strawberrry. The adaptation of methods to evaluate the antioxidant activity using microplate

allowed the realization of multiple analyses simultaneously and minimized significantly the use of reagents and samples.
Keywords: antioxidant, fruit, DPPHe, 3-carotene, microplate, phenolics.

1 - INTRODUCAO

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e
0 anion superoéxido tém um papel importante nas reagoes
bioquimicas/fisiolégicas do corpo humano. No entanto, se
houver producao excessiva de radicais de oxigénio durante
os processos patofisiolégicos ou devido a fatores ambientais
adversos e nao existirem antioxidantes disponiveis in vivo, po-
dem ocorrer doencas e danos profundos em tecidos [1, 2].

Antioxidantes sao substancias que retardam a veloci-
dade da oxidagao, através de um ou mais mecanismos, tais
como inibicao de radicais livres e complexaciao de metais
[3]. Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem
utilizados em alimentos, devem ser seguros para a saude.
Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes sao
hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila
(BHT) e entre os naturais destacam-se acido ascérbico, vi-
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tamina E e -caroteno [4]. Os compostos fendlicos também
sao potentes antioxidantes, podendo agir como redutores de
oxigénio singleto, atuando nas reacoes de oxidacao lipidica,
assim como na quelacao de metais [5, 6]. Compostos antio-
xidantes estao naturalmente presentes em frutas, sendo que
algumas apresentam altas concentracoes de determinados
grupos [7, 8]. A acerola apresenta grandes concentracoes de
acido ascoérbico enquanto que em morango, amora € acgai,
predominam determinados grupos de flavonéides como
antocianinas, flavondis e flavonas [9, 10, 11, 12, 13].

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar
a atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma
rapida selecao de substancias e/ou misturas potencialmente
interessantes, na prevencao de doengas cronico-degene-
rativas. Dentre estes métodos destacam-se o sistema de
co-oxidacao do fB-caroteno/acido linoléico e o método de
seqiiestro de radicais livres, tais como DPPHe - 2,2-dife-
nil-1-picrilhidrazila. O método de oxidacao do -caroteno/
acido linoléico avalia a atividade de inibicao de radicais
livres gerados durante a peroxidacao do acido linoléico. O
método estd fundamentado em medidas espectrofotomé-
tricas da descoloracao (oxidacao) do B-caroteno induzida
pelos produtos de degradacao oxidativa do acido linoléico
[14,15]. Igualmente ao sistema f-caroteno/acido linoléico,

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(2): 446-452, abr.-jun. 2006



Avaliacdo da atividade antioxidante, Duarte-Almeida ez a/.

o método de radicais livres esta baseado no descoramento
de uma solucao composta por radicais estaveis DPPHe de
cor violeta quando da adicao de substancias que podem
ceder um atomo de hidrogénio [2, 16]. Entretanto, o pri-
meiro método determina a atividade de uma amostra ou
composto de proteger um substrato lipidico da oxidacao,
enquanto que o método de inibicao de radicais DPPHe
baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante. Estas metodologias utilizam
quantidades significativas de reagentes, padroes e amostras,
e apresentam limitagoes em relacao ao namero de analises
simultaneas que podem ser realizadas.

A separacao e a identificacao de compostos antioxidan-
tes, tais como os compostos fendlicos, através de técnicas
que empregam extracao em fase sélida (EFS) e cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE), torna necessaria
a utilizacao de métodos que avaliem grandes nimeros de
amostras e principalmente em quantidades reduzidas. A
proposta do presente trabalho foi avaliar a atividade antio-
xidante de compostos puros e extratos de frutas, por meio
de dois métodos, com o objetivo de otimizar a velocidade
de aquisicao de dados, reduzindo também as quantidades
de reagentes e de amostras.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Os frutos in natura de acai (Euterpe oleracea Martius),
acerola (Malpighia glabra L.), amora (Rubus L.) e mo-
rango (Fragaria x ananassa Duch.) foram adquiridos na
Ceagesp (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
de Sao Paulo) em estagio maduro, prontos para consumo.
Ap6s os frutos serem lavados em agua corrente, foram cor-
tados em pedacos, imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer a -80°C até o momento
das andlises, quando foram triturados e homogeneizados
em gral com pistilo, sob nitrogénio liquido.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau
analitico. Os padroes de acido ascérbico, acido clorogénico
(acido 5-O-cafeoilquinico), acido elagico, acido galico, acido
linol€ico, hidroxianisol de butila (BHA), hidroxitolueno de
butila (BHT), catequina, f-caroteno, DPPHe* (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), monopalmitato de polioxietilenosorbitana
(Tween 40) e quercetina foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, EUA). O padrao de rutina foi obtido da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os padrées foram
preparados na concentracao de 1 mM em metanol.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Preparo dos extratos dos frutos

A extracao foi realizada em duplicata homogeneizando-se
1 g de amostra em 20 mL de metanol 70% em Ultra-Turrax
(Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-Luzern, Suica), por 1 min
em velocidade média, em banho de gelo. O extrato obtido foi
filtrado utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. O residuo
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foi re-extraido com o mesmo volume de solvente, sendo filtrado
em seguida. Os extratos obtidos foram reunidos, ajustando-se
o volume final para 50 mL com metanol 70%.

2.2.2 - Determinacao da atividade antioxidante
utilizando-se sistema (-caroteno/acido linoléico

Este método foi originalmente descrito por MARCO
[14] e posteriormente modificado por MILLER [15]. Para
o preparo da mistura reativa, adicionou-se 20 uL de acido
linoléico, 200 mg de Tween 40, 25 pL de solucao de B-ca-
roteno a 2 mg/mL em cloroférmio e 500 uL de cloroférmio
em erlenmeyer. Posteriormente, a mistura foi submetida a
completa evaporacao do cloroférmio sob nitrogénio. A esta
mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se cerca de 25
mL de agua previamente saturada com oxigénio durante
30 min e agitou-se vigorosamente.

A mistura reativa, assim preparada, apresentou-se limpida
com absorbancia entre 0,6 e 0,7 em 470 nm. Para determinar
as absorbancias, utilizou-se uma microplaca de poliestireno
com 96 cavidades (Costar, Cambrigde, MA), para uso em com-
primento de onda entre 340 e 800 nm. Em cada cavidade da
microplaca foram adicionados 250 pL desta mistura reativa
e 10 uL de metanol (controle) ou o mesmo volume para as
solucoes padrao ou extratos das amostras.

A placa foi incubada a 45°C para acelerar as reacoes
de oxidacao e iniciar o descoramento do B-caroteno. As
leituras das absorbancias foram realizadas imediatamente
e com intervalos de 15 min, durante 120 min, em espec-
trofotbmetro de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). As andlises foram realizadas
em triplicatas e assim como os padroes, as amostras foram
diluidas para assegurar que as leituras estivessem na faixa
linear da curva padrao. As curvas foram preparadas com
100, 200, 300, 400, 500 e 600 umoles de acido ascoérbico,
25, 50, 100, 150 e 200 umoles de BHA e BHT e 150, 300,
450, 600 e 750 umoles de quercetina.

Os resultados foram expressos como porcentagem
de inibicao da oxidacao, que foi calculada em relacdo ao
decaimento da absorbancia do controle (Ac), e deve ser
menor que 0,2 para ser considerado que houve 100% de
oxidacao, apés 120 min de reacdo. Eventualmente, se a
absorbancia nao for menor que 0,2, deve-se aumentar a
concentracao do acido linol€ico (agente oxidante), aumen-
tando-se também proporcionalmente a concentracao do
Tween 40 (agente emulsificante). A queda da absorbancia
das amostras (Aam) foi correlacionada com a queda do
controle, obtendo-se a porcentagem da inibicao da oxidagao
(% 1) através da Equacdo 1:

Ac = Abs inicial -Abs final

Aam = Abs inicial - Abs final

Ac - Aam
——F  x100
Ac (1)

% | =
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A eficiéncia do antioxidante foi também expressa através
dos valores de F1 e F2, de acordo com YANISHILIEVA &
MARINOVA [17], calculados a partir da curva de oxidacao
(absorbancia a 470 nm vs tempo em min). A eficiéncia em
bloquear a reacdo em cadeia, através da interagdo com os
radicais peréxidos, foi mensurada na primeira parte da curva
(entre 15 e 45 min apés o inicio da reagao). A relacao entre
as tangentes das curvas da solucao padrao e do controle
expressa a eficiéncia do antioxidante (F1) (Equacdo 2):

tg solucéo padréao
F1= (2)
tg controle

A possibilidade de o antioxidante participar de outras
reacoes durante o processo oxidativo foi medida durante
a segunda parte da curva (entre 75 e 90 min apés o ini-
cio da reacgao), através da relagdo entre as tangentes das
curvas cinéticas da solucao padrao e do controle (F2)
(Equacdo 3):

tg solugdo padrao
Fo— = SOHEROP (3)
tg controle

2.2.3 - Determinacao da atividade antioxidante
através do método de seqiiestro de radicais
livres (DPPH®*)

A atividade antioxidante foi determinada através da
capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em
seqiiestrar o radical estavel DPPHe [16]. Foi preparada
uma solugao metandlica de DPPHe a 20 mg/mL, de forma
a apresentar absorbancia em 517 nm entre 0,6 e 0,7.

As determinacoes foram realizadas adicionando-se em
cada cavidade da microplaca 250 pL da solucao de DPPHe
e 40 uL de metanol para o controle, ou o mesmo volume
para as solucdes padrbes (BHA, BHT, acido ascérbico,
acido clorogénico e quercetina) e extratos das amostras. As
leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 25 min de
reacao em espectrofotometro de microplaca com incubacao
a 25°C. As andlises foram realizadas em triplicatas.

O decaimento da absorbancia das amostras (Aam) cor-
relacionado ao decaimento da absorbancia do controle (Ac)
resulta na porcentagem de seqiiestro de radicais livres (%
SRL), que pode ser expressa através da Equacado 4:

o SRL = AC- Aam x 100 (4)

Ac

Uma curva de calibracao foi preparada com 20, 40, 80,
120 e 160 pumoles de BHT e os resultados foram expressos
em umoles equivalentes de BHT/g amostra.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se determinar a atividade antioxidante pelo siste-
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ma [-caroteno/acido linoléico utilizando-se microplaca de
poliestireno com 96 cavidades, ocorreu uma expressiva
reducao do uso de reagentes e de amostras. No método
tradicional, o volume pode chegar até 5 mL de reagente,
dependendo da cubeta utilizada para se efetuar as leituras
no espectrofotometro [18]. Como na microplaca a capaci-
dade maxima de cada cavidade é de 350 uL, padronizou-se
um volume de 250 pL para a solucao reativa e de 10 uL
para amostras, controle ou padrées. Essa reducao foi de
95%. No método de seqiiestro de radicais livres (DPPHe),
a reducao de reagentes foi semelhante a do sistema
-caroteno/acido linoléico.

Outra grande dificuldade apresentada pelo método
original é a necessidade de grande quantidade de cubetas
para que se possam realizar as replicatas e os ensaios com
solucoes padrao. Com a microplaca foi possivel realizar,
simultaneamente, analises de varias amostras e padroes
em uma so6 placa.

O sistema B-caroteno/acido linoléico requer leituras das
amostras de 15 em 15 min durante 120 min. No método
original pode ocorrer variacao nos intervalos dependendo
da destreza do analista ocasionando falhas na precisao
das leituras. As leituras no leitor de microplaca sao au-
tomaticas e seqiienciais, ocorrendo maior precisao, nao
requisitando a presenca do analista durante o ensaio. O
leitor de microplaca ao final do periodo do ensaio repro-
duz os resultados das leituras em planilhas, evitando-se
assim erros nas leituras das amostras e reduzindo o tempo
gasto do analista no registro das analises. Desta forma,
a adaptacao de ambas as metodologias para realizacao
em microplacas com leituras automatizadas mostrou-se
extremamente vantajosa.

3.1 - Determinacao da atividade antioxidante
pelo sistema [-caroteno/acido linoléico

Inicialmente foram testadas solucoes padroes dos
antioxidantes BHA, BHT, quercetina e acido ascérbico. Os
padroes sintéticos (BHA, BHT) foram escolhidos por sua
ampla utilizacdo na industria alimenticia, enquanto que os
naturais, por estarem normalmente presentes em frutas e
vegetais (4, 19, 20, 21].

Os resultados mostraram (Figura 1) que o BHA apre-
sentou maior eficiéncia em comparacdo ao BHT em con-
centracoes reduzidas, mas acima de 50 pmoles ocorreu o
inverso. Diferentemente do observado para a quercetina,
BHA e BHT nao apresentaram linearidade em suas curvas
(Figura 1), devido a existéncia de varias etapas na oxidacao
(iniciacao, propagacao e fase terminal) e também pelas
particularidades dos antioxidantes [22, 23].

O acido ascérbico é amplamente conhecido por sua
atividade antioxidante e por isso € utilizado em cosméticos
ou em tratamentos de doencas degenerativas [24]. O acido
ascorbico no sistema B-caroteno/acido linoléico apresen-
tou atividade pro-oxidante, neste caso, representada pela
porcentagem de inibicao negativa (Figura 2). Nas cinco
concentragoes analisadas, o acido ascorbico apresentou
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hidroxilas, por essa razao, apresenta uma menor atividade,
demonstrando a sensibilidade do método frente a pequenas
alteracoes na estrutura da molécula. Dentre os acidos feno6li-
cos analisados, apenas o acido clorogénico apresentou baixa
atividade antioxidante, resultado esperado em virtude do acido
clorogénico possuir poucas hidroxilas redutoras [28].

TABELA 1 - Atividade antioxidante de compostos fenélicos deter-
minada através do sistema B-caroteno/acido linoléico
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FIGURA 1 - Curva de atividade antioxidante dos padroes de
BHA, BHT e quercetina, determinada utilizando-se o sistemas
B-caroteno/acido linoléico

atividade pré-oxidante e esta foi proporcional a concen-
tracao. Isso ocorreu porque o acido ascérbico, apés doar
os dois hidrogénios redutores, ficou passivel de receber
elétrons, devido ao radical ascorbila formado, que é um
agente oxidante [25]. A atividade proé-oxidante do acido
ascérbico no sistema B-caroteno/acido linoléico, assim
como no método do lipossomo, foi previamente relatada
por HASSIMOTO et al. [26].

A seguir, os compostos fenélicos mais freqiientemente
encontrados nos vegetais [8] foram avaliados em relacao a
sua atividade antioxidante (Tabela 1). Para que os compos-
tos fenodlicos sejam considerados antioxidantes e possam
exercer seu papel biolégico €é necessario que, em baixa
concentracao, sejam capazes de impedir, retardar e prevenir
a auto-oxidagao ou oxidacao mediada por radicais livres e
que o produto formado apés a reacao seja estavel [4]. Os
resultados mostraram que a quercetina apresentou maior
porcentagem de inibicao, mesmo em menor concentragao.
Isso ocorre devido a quercetina ser um flavonol com cinco
hidroxilas fendlicas reativas, sendo que duas destas estao
ligadas ao anel B (anel que possui maior atividade redutora),
apresentando estabilidade por ressonancia [27].

A rutina possui uma estrutura semelhante a da quer-
cetina, mas com uma substituicdo glicosidica em uma das
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Os resultados estao expressos na forma de média + desvio padrao (n=3); % I - porcentagem
de inibicao: F1 - relacao entre as tangentes das curvas cinéticas da solucao-padrao e
o controle entre 15 e 75 min; F2 - relacao entre as tangentes das curvas cinéticas da
solugao-padrao e o controle entre 105 e 165 min

A determinacao do decaimento da absorbancia a
470 nm (descoramento do B-caroteno) com o tempo de
reacao (Figura 3) permitiu o célculo dos valores de F1 e
F2, os quais forneceram dados adicionais sobre a atividade
antioxidante. De acordo com os resultados (Tabela 1), a
atuacdo dos compostos fendlicos como antioxidantes foi
mais eficiente no bloqueio da formacao de peréxidos (F1),
lembrando que, quanto mais préximos os valores de F1
e F2 estiverem de 1, menor sera a atividade antioxidante.
A rutina e os acidos clorogénico e elagico apresentaram
baixa atividade antioxidante, principalmente na segunda
etapa da cinética de oxidacao (F2).

A partir dos dados obtidos, procedeu-se a avaliagao
da atividade antioxidante dos extratos metandlicos obti-
dos a partir de frutas. Das quatro frutas utilizadas (mo-
rango, acerola, acai e amora) para esse ensaio, apenas a
acerola, conhecida por ter altas concentracoes em acido
ascoérbico [9], apresentou atividade pré-oxidante (Figura
4) corroborando os dados obtidos com a substancia pura
(Figura 2). Por outro lado, as amostras de morango, de
amora e de acai que contém maiores concentracoes de
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FIGURA 2 - Curva de atividade antioxidante do acido ascérbico de-
terminada utilizando-se o sistema B-caroteno/acido linoléico
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flavonoides e outros compostos fenélicos apresentaram
atividades antioxidantes elevadas (Figura 4), o que estaria
de acordo com os resultados obtidos para as substancias
isoladas (Tabela 1).

Uma correlacao negativa entre a atividade antioxidante
(ORAC) e o teor de ascorbato foi encontrada em morango,
mirtilo e framboesa, porém a atividade antioxidante cor-
relacionou-se positivamente com o teor de antocianinas e
fendlicos totais [29].
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FIGURA 3 - Curva do descoramento do p-caroteno na presenca
de BHT (20 ug/mL), BHA (20 pg/mL), quercetina (200 pg/mL)
e do controle
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FIGURA 4 - Atividade antioxidante da acerola, do morango, da
amora e do acai determinada pelo sistema B-caroteno/acido
linoléico

3.2. Atividade antioxidante através do método
de seqiiestro de radicais livres (DPPH?*)

Este método se baseia na transferéncia de elétrons de
um composto antioxidante para um radical livre, o DPPHe,
que ao se reduzir perde sua coloracao purpura. Desta
forma, avalia apenas o poder redutor do antioxidante,
que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo nao
detecta substancias pré-oxidantes. O acido ascérbico, por
exemplo, no sistema f-caroteno/acido linoléico apresentou
atividade pré-oxidante (Figura 2), devido a formacao do
radical ascorbila, mas neste sistema o radical nao interfere
na reacao (Figura 5). Assim como observado no sistema
B- caroteno/acido linoléico, a quercetina apresentou a maior
porcentagem de seqiiestro de radicais livres em comparacao
aos padroes sintéticos BHA e BHT.
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um composto antioxidante para um radical livre, o DPPHe,
que ao se reduzir perde sua coloracao purpura. Desta
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detecta substancias pré-oxidantes. O 4cido ascérbico, por
exemplo, no sistema B-caroteno/acido linoléico apresentou
atividade pré-oxidante (Figura 2), devido a formacao do
radical ascorbila, mas neste sistema o radical nao interfere
na reacao (Figura 5). Assim como observado no sistema
B-caroteno/acido linoléico, a quercetina apresentou a maior
porcentagem de seqiiestro

As amostras dos frutos através deste método apresen-
taram um perfil diferente daquele observado no método
anteriormente descrito (Figura 5). A acerola apresentou
a maior capacidade de seqiiestro de radicais livres. Esta
capacidade deve-se quase que, exclusivamente, ao alto teor
de 4cido ascérbico presente nestas amostras, comprovando
que ao contrario do ocorrido no sistema B-caroteno/acido
linoléico, o acido ascorbico possui atividade antioxidante
neste sistema. O acai, que apresentou a maior porcenta-
gem de inibicao da oxidacdo no sistema B-caroteno/acido
linoléico, teve uma atividade inferior quando comparado a
acerola e amora. O morango apresentou a menor atividade
em ambos os métodos (Figura 6).
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FIGURA 5 - Atividade antioxidante expressa pela porcentagem de
seqiiestro de radicais DPPHe (% S.R.L.) das solu¢oes padrao
a 50 uM
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FIGURA 6 - Avaliacao da atividade antioxidante das amostras de
frutos utilizando o método de seqiiestro de radicais DPPH
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4 - CONCLUSOES

A atividade antioxidante dos extratos das frutas mos-
trou-se de acordo com a dos padroes analisados, tornando
possivel uma analogia entre os dados. No sistema -caro-
teno/acido linoléico, o extrato de acerola comportou-se
como pro-oxidante e o acai, a amora € 0 morango com-
portaram-se como antioxidantes. No método de seqiiestro
de radicais livres, o extrato de acerola apresentou a maior
atividade antioxidante, seguido pelos extratos de amora,
acai e morango.

Este comportamento foi relacionado ao do acido as-
coérbico nos dois sistemas. As adaptacoes dos métodos
para avaliar a atividade antioxidante utilizando microplaca
permitiram a realizacdo de multiplas anélises, minimiza-
ram o uso de reagentes e reduziram significativamente a
quantidade de amostra necessaria. A automatizacao das
leituras de absorbancia simplificou e reduziu o tempo e o
trabalho despendido pelo analista, proporcionando também
grande precisao nos resultados.
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