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Contextualizacao

Compostos bioativos em frutas

1. Metabdlitos secundarios das plantas
2. Normalmente conferem cores as plantas — atracao de passaros, insetos e animais —
polinizacao, germinacao e dispersao de sementes
3. Nas plantas conferem protecao a pragas, condicoes de estresse (luz UV, temperaturas
extremas)
4. Se classificam de acordo com a sua rota biossintética
a. Todos possuem pelo menos um anel aromatico com um grupo hidroxila ligado a
ele
5. Grupos principais:
a. acidos fenodlicos
b. Flavonoides
c. outrosfendlicos - estilbenos, ligninas e taninos



Contextualizacao

Antioxidantes

1. Antioxidante = substancia que em baixas concentracoes retarda ou previne a
oxidacao da matéria-prima
2. Antioxidantes naturais:
a. Tocoferdis
b. Vitamina C - 4cido ascérbico
c. Carotendides — pigmentos amarelos/laranjas, participam da fotossintese
e Possuem carater lipofilico - ndo diluem em agua
a. Compostos fenélicos — maior classe de compostos bioativos alimentares
e presentes principalmente em frutas e hortalicas, seus derivados e alguns
graos



Figura 1. Classificacdo dos compostos fenolicos.
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Fonte: adaptado de LIU (2004).




Contextualizacao

Capacidade antioxidante de compostos bioativos

1.

Capacidade antioxidante = estabilizacdo dos radicais livres presentes nas
matérias-primas.
Varios mecanismos de acao:

a. Doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua

estrutura aromatica

b. Transferénciade um elétron — 1 elétron é transferido para o radical livre

c. Quelando metais de transicao,como o Fe%* e o Cu*
Além de prever o potencial antioxidante do alimento (saudabilidade), a analise é
importante para avaliar a protecao contra a oxidacao e a deterioracdo do
alimento



Extratos de frutas para analise (inicial)

Antocianinas, Compostos fenélicos, DPPH, ABTS

1. Homogeneizacao - moinho 5. Centrifuga refrigerada:
analitico e 10000g
e frutacongelada ou in natura ° ifcmmutos
e liofilizado ou desidratada:
quantificar diretamente. c:> Sobrenadante — colocar em frasco
1. Fruta(gramas) + 10 mL etanol 80% ambar
e pré-teste de concentracao 7. Manter sob congelamento

1. Misturar em vortex
2. Descansar 24 h sob refrigeracao

Pré-teste




Extratos de frutas diluido

w

Diluicao do extrato inicial em outros frascos ambar codificados
0,35 mL extrato inicial + 5 mL etanol 80%
o Concentracao do extrato diluido: 0,007 g de fruta por cada 1 mL de

solucao
Misturar bem. 2
Armazenar sob congelamento até o momento da analise E:lu

Pré-teste



ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS MR v

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC. Official methods of analysis.
18. ed. Gaithersburg, 2005. Método 2005.02 (37.1.68)

e Metodologia baseada na alteracao da cor de antocianinas pelo pH do meio
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https://www.canalciencia.ibict.br/ciencia-em-
sintesel/ciencias-exatas-e-da-terra/167-
antocianinas-corantes-naturais-para-alimentos-
cosmeticos-tintas-e-experiencias-para-ensinar-e-

aprender-quimica

Solucao tampao pH ?olugéo tampao pH
1,0 (KC1 0,025 M) 45 Acetato de sédio
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ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

Pré-testes de quantificacao de extrato de fruta

Tabela 1: Sugestdo para pré-testes de diluicao da amostra (extrato de fruta e solugbes

tampao).
FD (fator de diluicdo) Volume amostra Volume tampao (mL) - Vol final: Méx 5 mL
FD = vol. final/vol centrifugada (mL) pH 1,0 e pH 4,5 olumerTinal: IViax o m

amostra Usar os mesmos volumes
para os dois pHs

Branco: etanol 80% +
12,5 0,4 4,6 tampao

Esperar 20 a 50 min
Leitura: 520 e 700 nm
025 0.8 4,2 Resultado: 0,2 e 1,4 AU

25 0,2 4,8

8,333 D_fﬁ 4}4




ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

Calculo dos resultados: mg L™ de equivalente cianidina 2-glicosideo

A x PMx FDx10°
Ex1

Ané|ise ex. Grumixama Antocianinas totais =

1 mL extrato de fruta (0,1 g/mL) nde.
4 mLde tampéo (pH le pH 4,5) A = leitura de absorbancia: A=[(A520-A700) pH 1,0] - [[(A520-A700) pH 4,5]
homogeneizar e esperar até 50 min PM = peso molecular do padrdo: cianidina 3-glicosideo = 449,2 g/mol
leitura em espectrofotémetro nos o

FD = fator de diluig3o:

2 Comprimentos de Onda € NosS 2 Volume de solucio depois de diluida
FD = Volume de solucio antes de diluida
pHSs

10° = fator de correcdo: g para mg L™
E= coeficiente de extingdo molar = 26000 para cianidina-3-glicosideo (L mol™* cm™)

1 = comprimento da trajectdria em cm (da cubeta)



Compostos fenolicos totais

.
a =
EL o
Fiom
i

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.

e Quantificacao de: flavondides, antocianinas e compostos fenélicos presentes
nas amostras
e Solucoes:
o acido galico — para a curva padrao — preparar no dia
o Folin-Ciocalteu 10% e carbonato de sédio anidro 4% — usadas na curva
padrao e na quantificacao
e Osresultados da analise dependerao de uma curva padrao bem feita



Compostos fenolicos totais

Curva padrao

Tabela 4: Concentrac@o de cada ponto da curva padrado de acido galico

Concentracdao | Solucao padrao Etanol 80% Volume
(pg/mL) (mL) (mL) total (mL)
10 0,1 4,9 5,0
20 0,2 4.8 5,0
40 0,4 4,6 5,0
60 0,6 4,4 5,0
80 0,8 4,2 5,0
100 1,0 4,0 5,0

obs: 0 = branco = etanol 80%

Branco: etanol 80% + reagentes

Triplicata

0,5 mL solucao padrao acido galico

2,5 mL de reagente de Folin-

Ciocalteu 10%

agitar e esperar 5 minutos
2,0 mL carbonato de s6dio 4%

agitar
2 h no escuro

absorbanciaa 765 nm

4



Curva padrao -
compostos fendlicos

R2 - acimade 0,98
Equacidoy=ax +b

y = leitura

Xx= concentracao de acido
galico

Curea padriio
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Compostos fenolicos totais

Analise das amostras

Triplicata

Branco: etanol 80% + reagentes

e 0,5 mL extrato (inicial ou diluido)
e 2 5mLdereagentedeFolin-
g Ciocalteu 10%
e agitar eesperar 5 minutos
ﬂ e 2,0 mL carbonato de sédio 4%
Pré-teste * agltar
e 2hnoescuro
e absorbanciaa 765 nm
Analise
[ ] extrato diluido (g
fruta / solugdo mg AG/M00 g
amostra rep extratora) Leitura 765 nm pg AG/O0,5mL pg AG/mL pg AGig mg AG/g fruta média DP
1 0,011 0,666 57,30 114 51 10315 50 10,32 1031,55 1047,73 3,26
2 0,01 0,677 58,26 116,52 10487 69 10,49 104877
X 3 0,011 0,674 58,00 116,00 1044073 10,44 104407
4 0,01 0,678 58,35 116,69 10503 35 10,50 1050,33




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

MENSOR, L.L.; MENEZES, F.S.; LEITAO, G.G.; REIS, A.S.; SANTOS, T.C.; COUBE, C.S.; LEITAQ, S.G. Screening of Brazilian plant extracts for antioxidant
. https://doi.org/10.1002/ptr.687

Peroxidacao do 2,2-difenil-1-picrylhydrazil
Método quimico, rapido e pratico

DPPH estavel — cor violeta - absorcao entre 500 e _Compostos _
Antlomdantes
520nm o (Y w CF
DPPH é reduzido pelo compostos bioativo -
presenca de um doador de hidrogénio ou elétron Radwal | Radical DPPH | | DPPH Reduzido | Reduz-do
o decréscimo da absorbancia

by
Maior sensibilidade a compostos hidrofilicos e i i i . i
a solventes organicos

Figura 1: Reagdo de redugdo do radical 2,2- dlfeml 1-picril-hidrazil a 2,2-difenil-picril-hidrazina,

10 min para ler a metodologia s B o o ceimpiostos antoRR AR
Solucdes — fazer no dia da analise

o DPPHO0,3nM

o Trolox 2000 uM


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

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

=

Curva padrao

Tabela 3: Concentragdo de cada ponto da curva padrao da analise de DPPH

Concentracao | Solucao padrao de | Etanol 80% Volume Trl pl |Cata
final no frasco trolox (mL) (mL) total (mL) BranCO' etan0| 80% + r‘eagentes
(uM) ’
0 0 5 5 e 1,25mLdeetanol80%
e 0,25 mL de solucao padrao referente
100 0,25 4,75 5 L
a cadadiluicao
200 0.5 45 > e 1 mlLdasolucdo DPPH 0,3 mM
300 0,75 4,25 5 e misturar e esperar 40 min g
e Leituraa518 nm
400 1,0 4,0 5




Concentragao

(M)

rep

518 nm

Média 518 nm

1,065
1,014
1,005

1,028

100

0,791
0,789
0,777

0,786

200

0,601
0,588
0,566

0,585

300

0,352
0,366

0,359

400

[ T o B LT I LS TR B WS R S R R R s R L LS T

0,267
0,116
0,121

0,119

*outlier

Calculo da curva padrao de

DPPH

Concentragdo
trolox (uM) leitura 518 nm
0 1,028
100 0,785667
200 0,585
300 0,359
400 0,1185

Equacéo da reta: y = -2,25* 10*-3 x + 1,02
R2 = 0,999

y= leitura 518

x= concentracao de trolox (pM)

Obs: equacdo ‘invertida’
x = ({1,02-y) * 1000)/2,25

leitura 518 nm versus Concentracao trolox (uM)

leitura 518 nm

1.25

@ leitura 518 nm -2, 25E-03%x + 1,02 R* = 0,999
[ J
L
®
L
100 200 300 400

Concentracao trolox (uM)




Analise das amostras

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE:

1° ETAPA - amostras

e 125mLdeetanol 80%
e 0,25 mL de extratodiluido
e 1 mlLdasolucado DPPH 0,3 mM

Misturar - 40 minutos no escuro
Lera518 nm

Zerar o espec com etanol 80%

METODO DPPH
2° ETAPA - tubos controle

e 0,25 etanol 80%
e 125mLdeetanal
e 10mLdasolucado DPPH0,3mM

Misturar - 40 minutos no escuro
Lera518 nm
Zerar o espec com etanol 80%

3° ETAPA - branco da amostra — altamente
pigmentados

e 0,25mL de extratodiluido
e 225mLdeetanol
e idem anterior



CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: METODO DPPH

Concentracdo
trolox (uM) de [ ] extrato diluido (g
Amostra Rep 518 nm extrato diluido [ solugdo extratora) pM Trolox g-1 mM Trolox g-1 média geral DP
1 0,618 178,67 0,011 16081,60816  16,08160816 18,88 0,21
. 2 0,544 211,56 0,011 19041,50419  19,04190419
3 0,546 210,67 0,011 18961,89619 1896185619
4 0,554 20711 0,011 16641,86419 1864186419

usar a equacao da reta obtida nacurva

padrao



CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: metodo 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 remocao de radical organico (2,20-azino-
bis (dcido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico)

ABTSe+: composto estavel, altamente soluvel em agua,
absorbancia maxima a414 nm
Baseia-se na habilidade dos antioxidantes em capturar o
cation ABTSe+ — provocando decréscimo na
absorbancia

o reducdodo ABTSe+ a ABTS — perda de cor
Vantagem: pode ser usado para amostras lipossoltveis e

hidrossoluveis Imagem: EMBRAPA, 2007
E um teste répido prético e r.eproEﬁgﬁ_:f@ié\‘f).cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10225/1/Cot_128.pdf
’




CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: méetodo do radical ABTS

ATENCAO: PREPARACAO DAS SOLUCOES

1 DIA DE ANTECEDENCIA NO DIA DA ANALISE
Solucio estoque (aquosa) de ABTS 7 mM Solucao de radical ABTS+e diluida- 100 mL
e 1 mLdasolucaopreparadana1®etapae
Solugao aquosa de persulfato de potassio completar o volume com agua destilada
140 mM e lera734nm
Solucio de radical ABTS+e e corrigir aabsorbancia paraleituraa0,7:
o acrescentar aguase > 0,7
- 5mlL dasolucao estoque ABTS 7 mM o acrescentar mais solucao de radical
- 88 pLdasolucao aguosa de persulfato se<0,7
de potassio 140 mM

- manter no escuro por pelo menos 16 h Solucao padrao de Trolox 2000 uM




CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: metodo do radical ABTS

Curva padrao

Tabela 4: Pontos de diluigdo da curva padrdo da analise de capacidade antioxidante pelo

método radical ABTS Trip“cata

Concentracao | Solucao padrao de | Etanol 80% Volume

final no tubo trolox (mL) (mL) total (mL) Y 20 “L de Cada d||U|CéO da Solugéo
(uM) ~

; : : ; padrao de Trolox
e 2mlLdeSolucioradical ABTS+e

100 0,25 4,75 5
500 1,25 3,75 5 Misturar e esperar 6 minutos
1000 2,5 2,5 5 \’
1500 3,75 1,25 5 Ler a 734 nm \
2000 >0 0 > zerar o equipamento com agua destilada




CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: método do radical ABTS

Analise das amostras 2. Controle

e 20ulL deaguadestilada

1. Amostras (A) = triplicata e 2 mlL deSolucédo radical ABTS+e

e 20puLdeextratodiluido Misturar em vortex por 30 segundos

e 2 mL deSolucao radical ABTS+e .
Esperar 6 minutos

Misturar em vortex por 30 segundos Ler em espectrofotdometro a 734 nm

Esperar 6 minutos zerar com agua
Ler em espectrofotometroa 734 nm ‘

Zerarcomagua Y CALCULO: IDEM DPPH

curva e analise

Pré-teste
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