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Contextualização

Compostos bioativos em frutas

1. Metabólitos secundários das plantas
2. Normalmente conferem cores às plantas → atração de pássaros, insetos e animais →

polinização, germinação e dispersão de sementes
3. Nas plantas conferem proteção a pragas, condições de estresse (luz UV, temperaturas

extremas)
4. Se classificam de acordo com a sua rota biossintética

a. Todos possuem pelo menos um anel aromático com um grupo hidroxila ligado a
ele

5. Grupos principais:
a. ácidos fenólicos
b. Flavonoides
c. outros fenólicos - estilbenos, ligninas e taninos



Contextualização

Antioxidantes

1. Antioxidante = substância que em baixas concentrações retarda ou previne a

oxidação da matéria-prima

2. Antioxidantes naturais:

a. Tocoferóis

b. Vitamina C - ácido ascórbico

c. Carotenóides→ pigmentos amarelos/laranjas, participam da fotossíntese

● Possuem caráter lipofílico - não diluem em água

a. Compostos fenólicos → maior classe de compostos bioativos alimentares

● presentes principalmente em frutas e hortaliças, seus derivados e alguns

grãos





Capacidade antioxidante de compostos bioativos

1. Capacidade antioxidante = estabilização dos radicais livres presentes nas

matérias-primas.

2. Vários mecanismos de ação:

a. Doação de um átomo de hidrogênio de um grupo hidroxila (OH) da sua

estrutura aromática

b. Transferência de um elétron→ 1 elétron é transferido para o radical livre

c. Quelando metais de transição, como o Fe2+ e o Cu+

3. Além de prever o potencial antioxidante do alimento (saudabilidade), a análise é

importante para avaliar a proteção contra a oxidação e a deterioração do

alimento

Contextualização



Extratos de frutas para análise (inicial) 

1. Homogeneização - moinho 

analítico

● fruta congelada ou in natura

● liofilizado ou desidratada: 

quantificar diretamente.

1. Fruta (gramas) + 10 mL etanol 80%

● pré-teste de concentração 

1. Misturar em vórtex

2. Descansar 24 h sob refrigeração

5.  Centrífuga refrigerada:
● 10000 g
● 15 minutos
● 4°C

6. Sobrenadante → colocar em frasco 
âmbar

7. Manter sob congelamento

Antocianinas, Compostos fenólicos, DPPH, ABTS



Extratos de frutas diluído

1. Diluição do extrato inicial em outros frascos âmbar codificados

2. 0,35 mL extrato inicial + 5 mL etanol 80%

○ Concentração do extrato diluído: 0,007 g de fruta por cada 1 mL de 

solução

3. Misturar bem.

4. Armazenar sob congelamento até o momento da análise

DPPH, ABTS, e algumas vezes para Compostos fenólicos



ANTOCIANINAS MONOMÉRICAS TOTAIS

● Metodologia baseada na alteração da cor de antocianinas pelo pH do meio

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC. Official methods of analysis. 

18. ed. Gaithersburg, 2005. Método 2005.02 (37.1.68)

https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-

sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-

antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-

cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-

aprender-quimica

Solução tampão pH 

1,0 (KCl 0,025 M)

Solução tampão pH 

4,5 Acetato de sódio

https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-aprender-quimica
https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-aprender-quimica
https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-aprender-quimica
https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-aprender-quimica
https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-sintese1/ciencias-exatas-e-da-terra/167-antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-aprender-quimica


Pré-testes de quantificação de extrato de fruta

ANTOCIANINAS MONOMÉRICAS TOTAIS

Volume final: Máx 5 mL

Usar os mesmos volumes 

para os dois pHs

Branco: etanol 80% + 

tampão

Esperar 20 a 50 min

Leitura: 520 e 700 nm

Resultado: 0,2 e 1,4 AU



Análise ex. Grumixama

● 1 mL extrato de fruta (0,1 g/mL)

● 4 mL de tampão (pH 1 e pH 4,5)

● homogeneizar e esperar até 50 min

● leitura em espectrofotômetro nos 

2 comprimentos de onda e nos 2 

pHs

ANTOCIANINAS MONOMÉRICAS TOTAIS



Compostos fenólicos totais

● Quantificação de: flavonóides, antocianinas e compostos fenólicos presentes 

nas amostras

● Soluções: 

○ ácido gálico → para a curva padrão → preparar no dia

○ Folin-Ciocalteu 10% e carbonato de sódio anidro 4% → usadas na curva 

padrão e na quantificação

● Os resultados da análise dependerão de uma curva padrão bem feita

SINGLETON, V.L.; ROSSI Jr., J.A. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-phosphotungstic acid 

reagents. American Journal of Enology and Viticulture, v.16, n.3, p.144-158, 1965.



Curva padrão
Triplicata

Branco: etanol 80% + reagentes

● 0,5 mL solução padrão ácido gálico
● 2,5 mL de reagente de Folin–

Ciocalteu 10%
● agitar e esperar 5 minutos
● 2,0 mL carbonato de sódio 4%
● agitar
● 2 h no escuro
● absorbância a 765 nm

Compostos fenólicos totais



Curva padrão -
compostos fenólicos

R2 - acima de 0,98
Equação y= ax +b
y = leitura
x= concentração de ácido 
gálico



Triplicata

Branco: etanol 80% + reagentes

● 0,5 mL extrato ( inicial ou diluído)
● 2,5 mL de reagente de Folin–

Ciocalteu 10%
● agitar e esperar 5 minutos
● 2,0 mL carbonato de sódio 4%
● agitar
● 2 h no escuro
● absorbância a 765 nm

Análise das amostras

Compostos fenólicos totais



CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: MÉTODO DO SEQUESTRO DO RADICAL 
LIVRE ESTÁVEL DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

● Peroxidação do 2,2-difenil-1-picrylhydrazil

● Método químico, rápido e prático

● DPPH estável → cor violeta - absorção entre 500 e 

520 nm

● DPPH é reduzido pelo compostos bioativo -

presença de um doador de hidrogênio ou elétron

○ decréscimo da absorbância

● Maior sensibilidade a compostos hidrofílicos e 
a solventes orgânicos

● 10 min para ler a metodologia
● Soluções → fazer no dia da análise

○ DPPH 0,3 nM
○ Trolox 2000 µM

MENSOR, L.L.; MENEZES, F.S.; LEITÃO, G.G.; REIS, A.S.; SANTOS, T.C.; COUBE, C.S.; LEITÃO, S.G. Screening of Brazilian plant extracts for antioxidant

activity by the use of DPPH free radical method. Phytotherapy Research, London, v. 15, n. 2, p. 127-130, 2001. https://doi.org/10.1002/ptr.687

https://doi.org/10.1002/ptr.687


Triplicata

Branco: etanol 80% + reagentes

● 1,25 mL de etanol 80%
● 0,25 mL de solução padrão referente 

a cada diluição
● 1 mL da solução DPPH 0,3 mM
● misturar e esperar 40 min
● Leitura a 518 nm

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: MÉTODO DO SEQUESTRO DO RADICAL 
LIVRE ESTÁVEL DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

Curva padrão



Cálculo da curva padrão de 
DPPH



1° ETAPA - amostras

● 1,25 mL de etanol 80%
● 0,25 mL de extrato diluído
● 1 mL da solução DPPH 0,3 mM

Misturar - 40 minutos no escuro

Ler a 518 nm

Zerar o espec com etanol 80%

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: MÉTODO DPPH

Análise das amostras

2° ETAPA - tubos controle

● 0,25 etanol 80%
● 1,25 mL de etanol
● 1,0 mL da solução DPPH 0,3 mM

Misturar - 40 minutos no escuro
Ler a 518 nm
Zerar o espec com etanol 80%

3° ETAPA - branco da amostra → altamente 
pigmentados

● 0,25 mL de extrato diluído
● 2,25 mL de etanol
● idem anterior



Cálculo

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: MÉTODO DPPH

usar a equação da reta obtida na curva 
padrão



CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: método do radical ABTS 

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-EVANS, C. Antioxidant activity applying an

improved ABTS radical cation decolorization assay. Free radical biology and medicine, Nova York, v. 26, n. 9, p. 1231-1237,

1999.

● Capacidade de remoção de radical orgânico (2,20-azino-

bis (ácido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfônico)

● ABTS●+:  composto estável, altamente solúvel em água, 

absorbância máxima a 414 nm

● Baseia-se na habilidade dos antioxidantes em capturar o 

cátion ABTS●+ → provocando decréscimo na 

absorbância

○ redução do ABTS●+ a ABTS → perda de cor

● Vantagem: pode ser usado para amostras lipossolúveis e 

hidrossolúveis

● É um teste rápido, prático e reprodutível

Imagem: EMBRAPA, 2007

https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10225/1/Cot_128.pdf



1 DIA DE ANTECEDÊNCIA

Solução estoque (aquosa) de ABTS 7 mM

Solução aquosa de persulfato de potássio 

140 mM

Solução de radical ABTS+•

- 5 mL da solução estoque ABTS 7 mM

- 88 µL da solução aquosa de persulfato 

de potássio 140 mM

- manter no escuro por pelo menos 16 h

NO DIA DA ANÁLISE

Solução de radical ABTS+• diluída - 100 mL

● 1 mL da solução preparada na 1° etapa e 

completar o volume com água destilada

● ler a 734 nm

● corrigir a absorbância para leitura a 0,7:

○ acrescentar água se > 0,7

○ acrescentar mais solução de radical 

se < 0,7

Solução padrão de Trolox 2000 µM

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: método do radical ABTS 

ATENÇÃO: PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES



Triplicata

● 20 µL de cada diluição da solução 
padrão de Trolox

● 2 mL de Solução radical ABTS+•

Misturar e esperar 6 minutos

Ler a 734 nm

zerar o equipamento com água destilada

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: método do radical ABTS 

Curva padrão



1. Amostras (A) = triplicata

● 20 µL de extrato diluído

● 2 mL de Solução radical ABTS+• 

Misturar em vórtex por 30 segundos

Esperar 6 minutos

Ler em espectrofotômetro a 734 nm

zerar com água

Análise das amostras

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: método do radical ABTS 

2. Controle

● 20 µL de água destilada
● 2 mL de Solução radical ABTS+• 

Misturar em vórtex por 30 segundos

Esperar 6 minutos

Ler em espectrofotômetro a 734 nm

zerar com água

CÁLCULO: IDEM DPPH
curva e análise



Obrigada pela 
atenção!

DÚVIDAS?

pporrelli@alumni.usp.br
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