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Introducao

Antioxidantes podem ser definidos como qualquer
substancia que, presente em baixas concentracoes,
quando comparada a um substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacao desse substrato de maneira eficaz. O
sistema de defesa antioxidante é formado por compos-
tos enzimaticos e ndo-enziméaticos, presentes tanto no
organismo (localizados dentro das células ou na
circulacao sangtiinea) como nos alimentos ingeridos
(Moreira & Shami, 2004).

O consumo de substéncias antioxidantes na dieta
diaria pode produzir uma acao protetora efetiva contra
esses processos oxidativos que ocorrem no organismo.
Foi descoberto que varias doencas, entre as quais
cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, maléaria, AIDS
e doencas do coracao, podem estar ligadas aos danos
causados por formas de oxigénio extremamente
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reativas. Essas substancias, também, estao ligadas a
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo
(Degaspari & Waszczynskyj, 2004).

Pulido et al. (2000) descrevem o método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de
Reducéao do Ferro (Fig. 1) como uma alternativa
desenvolvida para determinar a reducao do ferro em
fluidos biolégicos e solucdes aquosas de compostos
puros. O método pode ser aplicado ndo somente para
estudos da atividade antioxidante em extratos de
alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da
eficiéncia antioxidante de substancias puras, com
resultados comparaveis aqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas.

Thaipong et al. (2006) estimaram a atividade antioxi-
dante total de extratos obtidos de frutos de goiaba, pelos
métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC, e verificaram
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Fig. 1. Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3*.

que FRAP foi a técnica mais reprodutivel e aquela que
apresentou uma elevada correlacdo com os teores de
acido ascérbico e grupos fendlicos.

Neste comunicado sao relatadas todas as informacdes
necessarias para a determinacao da atividade antioxi-
dante total em frutas, pelo método de reducéo do ferro
(FRAP), baseadas em adaptacoes/modificacoes feitas
nos laboratérios da Embrapa Agroindustria Tropical.

Materiais Necessarios

Reagentes

Acetato de sédio trihidratado (PM
Acetona P.A.

Acido acético glacial P.A.

136,08)

* Acido cloridrico P.A. (PM = 36,5;d = 1,19)
 Agua destilada

* Alcool metilico P.A.

* Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3)

* Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02)

* TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 312,34)
- Sigma, cédigo T1253 ou equivalente.

Equipamentos e Vidrarias

* Agitador de tubos de ensaio

® Balanca analitica

® Balao volumétrico de 10 mL, 50 mL e 1.000 mL

® Banho-maria

* Crondémetro digital

® Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

® Espectrofotémetro
® Pipeta automatica (10 uL — 1.000 uL)
* Proveta de 50 mL

® Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)

Preparo de Solucées

Solucao de Metanol a 50%

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

Solucdo de Acetona a 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona; completar o volume para 1.000 mL com agua
destilada, homogeneizar e transferir para um frasco de
vidro devidamente etiquetado. Armazenar em tempe-
ratura ambiente por tempo indeterminado.

Solucao de HCI 40 mMV

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 3,34 mL de HCI
concentrado; completar o volume para 1.000 mL com
agua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solucéao de TPTZ 10 mM

Dissolver 3,12 g de TPTZ em, aproximadamente, 5 mL
de HCI 40 mM e completar o volume para 1 L em um
balao volumétrico com HCI 40 mM, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro &mbar devidamente
etiquetado. Armazenar sob refrigeracao por até um
meés.
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Solucao de Cloreto Férrico 20 mM
Dissolver 5,4 g de cloreto férrico em agua destilada e
completar o volume para 1 L em um baldo volumétrico
com agua destilada, homogeneizar e transferir para
um frasco de vidro @&mbar devidamente etiquetado.
Armazenar sob refrigeracédo por até um meés.

Tampao Acetato 0,3 M, pH 3,6

Dissolver 3,1g de acetato de sédio em 16 mL de acido
acético glacial e completar o volume para 1 L em um
baldo volumétrico com agua destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro &mbar devidamente
etiquetado. Armazenar em temperatura ambiente por
tempo indeterminado.

Solucao do Reagente FRAP

O reagente FRAP é obtido a partir da combinacao de
25 mL de tampao acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma
solucéo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solucao
aquosa de cloreto férrico 20 mM, devendo ser usado
imediatamente apds sua preparacao.

Solucao Padrao de Sulfato Ferroso 2 mM
Dissolver 27,8 mg de sulfato ferroso em agua
destilada e completar o volume para 50 mL em um
baldo volumétrico com agua destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro ambar devidamente
etiquetado. Preparar e usar apenas no dia da anélise.

Curva-Padrao do Sulfato Ferroso

Preparo das solucdes

A partir da solucao padrao de sulfato ferroso (2.000
uM), preparar em baldes volumétricos de 10 mL,
solucdes variando a concentracao de 500 yuM a 1500 uM,
conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Preparo das solugdes para curva-padrao.

Solucédo padrao Agua Concentracao
de sulfato ferroso destilada final
(mL) (mL) (uM)
2,5 7,5 500
5,0 5,0 1.000
7,5 2,5 1.500
10 0 2.000

Determinacao da Curva-Padrao
Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de 90 uL
de cada solucao de sulfato ferroso (500 yM, 1.000 uM,

1.500 uM e 2.000 yM) para tubos de ensaio, acres-
centar 270 uL de dgua destilada e misturar com 2,7 mL
do reagente FRAP, homogeneizar em agitador de tubos
e manter em banho-maria a 37 °C. Realizar a leitura
(595 nm) apdés 30 minutos da mistura e utilizar o
reagente FRAP como branco para calibrar o
espectrofotébmetro.

Plotar em planilha as concentracdes de sulfato ferroso
(mM) no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo
Y (Fig. 2) e calcular a equacao da reta.
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Fig. 2. Exemplo de curva-padrao de sulfato ferroso.

A partir da equacéao da reta (Fig. 2), calcular a
absorbancia referente a 1000 mM de sulfato ferroso
(Pulido et al., 2000), de acordo com a Equacéao 1.

Onde,

x = 1.000 uM de sulfato ferroso

y = Absorbéancia correspondente a 1.000 pM de

sulfato ferroso

Protocolo do Método FRAP

Obtencao dos Extratos da Fruta

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

Determinacdo da Atividade Antioxidante
Total (AAT)

A partir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio, no minimo trés diluicbes diferen-
tes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferir uma
aliquota de 90 uL de cada diluicdo do extrato para
tubos de ensaio, acrescentar 270 uL de dgua destilada,
misturar com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizar
em agitador de tubos e manter em banho-maria a 37 °C.
Realizar a leitura (595 nm) apdés 30 minutos da mistura
preparada e utilizar o reagente FRAP como branco
para calibrar o espectrofotémetro.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes
diluicoes dos extratos, plotar a absorbancia no eixo Y
e a diluicdo (mg/L) no eixo X. Em seguida, determinar a
equacao da reta. Para calcular a AAT, deve-se substi-
tuir na equacao da reta a absorbancia equivalente a
1.000 uM do padrao sulfato ferroso. O valor obtido
para o termo x (Eq. 2) corresponde a diluicao da
amostra (mg/L) equivalente a 1.000 yM de sulfato
ferroso.

y=ax+b (Eq. 2)
Onde,
y = Absorbéancia correspondente a 1.000 uM de
sulfato ferroso
x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM

de sulfato ferroso

A partir do resultado encontrado (x) na equacao 2,
dividir por 1.000 para ter o valor em g. O resultado
final (Eqg. 3) é calculado pela divisao de 1.000 (uM)
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pelo valor de X(g) e multiplicado por 1(g) para encon-
trar o valor final (Z) que é expresso em uM sulfato
ferroso/g de fruta (porcdo comestivel).

X(g) = x / 1.000

Z = 1.000/ X(g).1 (Eq. 3)
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