FRAP em Frutas
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Espectrofotometro + Cubeta de Acrilico
Vortex (Agitador de Tubos)

Solucdo de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
Cada amostra requer 0,2 mL de solucao
Para 25 mL de solugdo > 0.080 g de TPTZ
0.030 mL de HCI
Para 50 mL de solugdo > 0.160 g de TPTZ
0.060 mL de HCI

Solucdo Tampao Acetato (pH 3.6)
Cada amostra requer 1,5 mL de solucdo
Para 100 mL de solugdo = 0.310 g de Acetato de Sédio
1.600 mL de Acido Acético
Para 200 mL de solugdo = 0.620 g de Acetato de Sédio
3.200 mL de Acido Acético

Solucdo de Cloreto de Ferro
Cada amostra requer 0,2 mL de solucdo
Para 25 mL de solu¢do = 0.135 g de FeCls
Para 50 mL de solu¢do = 0.270 g de FeCls

Solugcdo FRAP
Cada amostra requer 1,5 mL de solucdo
Para 25 mL de solugdo = 25 mL de Tampdo Acetato
2,50 mL de solugdo de TPTZ
2,50 Ml de solucdo de Cloreto de Ferro
Aquecer esta solug¢do a 37 °C para utilizar nas andlises.

Solugdo de Acido Ascérbico (1000 pmol/L)

Necessario para a curva de calibracdo
Para 100 mL de solugdo = 0,017 g de acido ascérbico

Procedimentos NADP .



Pesar 5 g de Fruta in Natura
ou o equivalente em fruta seca de 5 g da fruta in natura

Macerar ou cortar a fruta em pedagos bem pequenos

Preparagao
Colocar a amostra em becker pequeno

Adicionar 10 mL de 4gua
Homogeneizar usando um Turrax até formar uma pasta ou suco

Transferir para tubo de centrifuga

Centrifugar a amostra

Ler absorbancia em espectrofotémetro usando cubeta de acrilico
Branco = dgua
Amostra = Fase sobrenadante (filtrado)

Leitura

Para cada leitura use um tubo de ensaio
Adicionar 0,050 mL de amostra (ou dgua para o branco)
Adicionar 1,500 mL de solucao FRAP

Ler a absorbancia no tempo 0 (zero)
Esperar por 4 min e ler a absorbancia novamente

Leitura a 593 nm

A leitura deve ser feita a 37 °C. Utilizar o sistema de aquecimento do espectro
para realizar esta andlise

Calcular a diferenca de absorbancia entre a leitura no tempo 0 (zero) e a leitura
no tempo 4 min.

Utilizar a curva de calibrac¢do para calcular a capacidade antioxidante expressa
em equivalente em acido ascérbico (umol AA).

Calculo
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Observagoes

Curva de
Calibragao

A

Referéncia

Leituras entre 0,200 a 2,000 s3do desejaveis

Caso a leitura da absorbancia der abaixo de 0,200 entdo:

Pode ser necessdrio aumentar a quantidade de amostra inicial — o ideal é
fazer testes iniciascom 2 g, 5 g e 10 g de amostra e verificar a melhor
op¢ao para a quantidade de amostra a ser utilizada.

Fazer curva com pelo menos 5 pontos.
Ler absorbancia em espectrofotometro usando cubeta de acrilico

Para cada leitura use um tubo de ensaio
Adicionar x mL de solucdo de acido ascérbico
Adicionar y mL de dgua

Em que: x=0,200; 0,400; 0,600; 0,800 e 1,000 mL
y = 0,800; 0,600; 0,400; 0,200 e 0,000 mL

Na cubeta de leitura
Adicionar 0,050 mL de solucdo diluida de acido ascérbico
Adicionar 1,500 mL de solucdo FRAP
Obs: estes valores proverdo uma curva para capacidade antioxidante

entre 100 a 1000 umol/L equivalente em dcido ascorbico (AA)

Ler a absorbancia no tempo 0 (zero)
Esperar por 4 min e ler a absorbancia novamente

Leitura a 593 nm

A leitura deve ser feita a 37 °C. Utilizar o sistema de aquecimento do espectro
para realizar esta andlise

Fazer grafico Abs x Conc. Acido Ascérbico

(Benzie & Strain, 1996)
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