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RESUMO - Estudos recentes tem atraido a atencéo para o potencial antioxidante dos polissacarideos, dentre os
quais destaca-se a xantana, um exoheteropolissacarideo produzido por bactérias do género Xanthomonas,
espessante e estabilizante com propriedades reoldgicas e estabilidade excepcionais. Para determinar a atividade
antioxidante de variadas substancias foram desenvolvidos diversos métodos, como 0 baseado na captura do
radical organico DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorbancia a 517nm. Ha uma grande dificuldade para utilizacdo desse método na deteccdo do potencial
antioxidante da xantana em funcdo da restrita solubilidade e elevada viscosidade da mesma. A xantana é
insolvel em alcoois e em solugdo hidroalcodlica com elevado teor de dlcool. J& o radical DPPH' s@ é solvel em
solventes organicos. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo a adaptagdo do método de captura do radical
DPPH" para aplicacdo em solugdes de xantana. Nos ensaios realizados foram alterados solvente da solucéo
DPPH’, proporcdes entre solugdo de amostra:solugdo DPPH’, temperatura e tempo de reagdo. O ensaio que
englobou a utilizacdo de etanol como solvente para o radical DPPH’, uso da propor¢do xantana:solugdo do
radical DPPH" 2:1 (v/v), 35 °C e 60 min proveu os melhores resultados, 8,65%, 13,6% e 25,5% para solucées
aquosas de xantana a 0,3%, 0,5% e 1% (m/v), respectivamente. Os resultados atestam a potencialidade do

método, embora ainda sejam necessarios mais testes para comprovacdo de sua aplicabilidade.

Palavras-chave: Polissacarideo, DPPH’, etanol, proporcdo amostra:solvente, tempo, temperatura.
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1. INTRODUCAO

Existem cada vez mais evidéncias indicando que espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas por
luz solar, luz ultravioleta, radiacdo ionizante, reacBes quimicas e processos metabolicos podem ter efeitos
patoldgicos, tais como danos ao DNA, carcinogénese e degeneracdo celular relacionada com o envelhecimento
(YASSER, 2007). Dessa forma, pesquisas buscam alternativas para reduzir os efeitos prejudiciais do excesso de
EROs e melhorar a capacidade antioxidante do organismo, como meio de preven¢do de enfermidades e suas
complicacBes. Segundo Shami & Moreira (2004), substincias antioxidantes podem ser definidas como
compostos quimicos que inibem oxidagfes ou que, quando presentes em baixa concentragdo, comparada a do
substrato oxidavel, diminuem ou inibem significativamente a oxida¢do do mesmo.

Recentemente, tem sido demonstrado que alguns polissacarideos desempenham um papel importante
como antioxidantes. Dentre esses destaca-se a xantana, um exoheteropolissacarideo produzido por bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas (QIAN, 2007). Bastante conhecida como agente espessante com
propriedades reoldgicas e estabilidade excepcional, obteve bons resultados quanto ao potencial redutor de
radicais livres em sistemas de emulsdes 6leo em agua utilizando 6leo de girassol (YASSER, 2007). Pesquisas
apontam, ainda, que modificagfes quimicas potencializem a sua atividade antioxidante, como observado por
XIONG et al. (2013) e DELATTRE et al. (2014).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para avaliagdo do potencial antioxidante das substancias;
esses métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), poder de reducdo do metal
(FRAP; CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de desoxirribose), captura de radical organico (ABTS,
DPPH"), quantificacdo de produtos formados durante a peroxidagdo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-
oxidacdo do caroteno), etc (ARUOMA, 2003).

O método DPPH’, desenvolvido por Blois (1958), sofreu varias modificac6es ao longo dos anos, sendo
a adaptacdo de Brand-Williams (1995) uma da mais utilizadas como ponto de partida para adaptacdes de uso em
diferentes amostras. O principio do método baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por agdo de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), que possui cor
purpura e elevada absorbancia a 517nm, € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracédo amarela, com
consequente reducdo da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada espectrometricamente. A partir dos
resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres. A
grande dificuldade para utilizacdo desse método na detecc¢éo da atividade antioxidante da xantana esta na sua
solubilizacdo. A xantana é sollvel preferencialmente em &gua, onde forma solugBes viscosas mesmo em
pequenas concentracdes; ou em solucdes hidroalcodlicas de elevada proporcdo aquosa. Em solugdes
hidroetanolicas, por exemplo, o polimero comega a precipitar em concentragBes alcodlicas a partir de 37%
(FLAHIVE 111, 1994). Ja o radical DPPH" s ¢ solivel em solventes organicos, sendo o metanol o mais utilizado.
Sendo assim, para promover a reacdo entre a xantana e o radical DPPH" é necessario usar solventes diferentes
para amostra e radical, além de equacionar as proporgdes utilizadas para que a fragdo aquosa seja superior. A alta

viscosidade e opacidade das solucbes formadas pela xantana dificultam ainda mais a utilizacdo de
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espectrofotometria, meio pelo qual se verifica a absorbancia na técnica. Sendo assim, este trabalho teve como

objetivo a adaptacdo do método de analise antioxidante DPPH" para utilizagdo em solucGes de xantana.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Foi utilizada xantana da marca Farmaquimica, lote n°® M1201, alcool etilico P.A. Synthi e reagente
DPPH’ (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3) marca Sigma.

2.2. Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH’

Utilizou-se a metodologia classica desenvolvida por Blois (1958), modificada por Brand-Williams
(1995), como base para determinagédo da atividade antioxidante em goma xantana pela captura do radical DPPH".
Foram realizados dois ensaios com diferentes concentracGes e propor¢des de xantana e DPPH, e temperatura de
reacdo. Em ambos os casos o solvente utilizado foi etanol.

No primeiro ensaio (E1), uma aliquota de 0,1 mL de cada solu¢do aquosa de xantana, 0,3% e 0,5%
(m/v), foi adicionada a 3,9 mL da solucdo do radical DPPH" (0,06 mM em etanol), obtendo uma mistura de
propor¢do 1:39 que foi homogeneizada em agitador de tubos. Utilizou-se 0,1 mL de etanol na solucéo controle
com 3,9 mL do radical DPPH. As amostras foram mantidas na auséncia de luz, a temperatura ambiente
(23+2°C), durante 30 e 60 minutos, sendo as medidas de absorbancia realizadas a 517nm.

No segundo ensaio (E2), juntou-se 3 mL de cada solugdo aquosa de xantana, nas concentraces de
0,3%, 0,5% e 1% (m/v), com 1,5 mL (2:1 v/v) da solucdo etanélica de DPPH’ (0,06 mM). As amostras foram
mantidas a 35 °C durante 60 minutos. Ap6s o tempo de reacdo, adicionou-se 5 mL de alcool etilico, de modo a
precipitar a xantana. Procedeu-se entdo a filtracdo e a leitura da absorbéncia do filtrado a 517nm.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS marca PG Instrumentes, modelo T90. Os

resultados foram expressos em percentual de inibicdo (% 1) calculados através da Equacaol.
Equacdo 1. % | =[AC - AA/AC] x100.
Onde:

AB = Absorbancia do controle

AA = Absorbancia da amostra
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2.3. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e coeficiente de variacdo (CV), sendo os dados submetidos
a analise de variancia (ANOVA), teste F, e teste de Tukey para comparacdo de médias, ao nivel de 5% de
significancia, utilizando-se o programa SASM-Agri (CANTERI, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1 e 2 estdo os resultados obtidos (em % de inibicdo) para a atividade antioxidante de

xantana utilizando-se a metodologia de sequestro do radical DPPH’, com as adaptacdes testadas (E1 e E2).

Tabela 1. Atividade antioxidante da goma xantana (em % de inibicdo) pelo método de sequestro do radical
DPPH, adaptado em relacdo & concentragdo da solugdo de xantana, proporcéo solucdo de xantana:solucdo de

DPPH* e temperatura.

Concentracéo da solugéo Proporcéo solucéo aquosa Atividade antioxidante
aquosa de xantana xantana: solucdo etandlica

(% m/v) DPPH 30 min 60 min

Ensaio 1 0,3 0,37° 0,30°

1:39

0,5 -0,03* 0,97

Ensaio 2 0,3 -- 8,65°
0,5 2:1 -- 13,6°

1 - 25,5

Coeficiente de variacdo (%) ensaio 1: 406,81 (30 min), 130,59 (60 min); ensaio 2: 3,65 (60 min). Temperatura de
reacdo E1 23 °C; E2 35 °C.

'Médias (n = 6 para E1 e n= 3 para E2) com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p <
0,05) pelo teste de Tukey.

No E1 verificou-se que diferentes concentracfes de xantana ndo diferem significativamente em relagio
a atividade antioxidante em ambos os tempos analisados. Os elevados C.V. permitem inferir que a precipitagao
da xantana observada no estagio inicial da reacdo interfere negativamente na reacdo entre os compostos. A
xantana, quando em presenca de elevadas concentragdes de alcool, como a utilizada neste ensaio, precipita
rapidamente, indisponibilizando os grupamentos reativos para captura do radical livre.

A atividade antioxidante da xantana pelo método adaptado conforme ensaio 2 (E2) acompanhou o
aumento da concentragdo da solugdo de xantana. O aumento do volume da amostra (solugdo polimérica) em
relacdo a solugdo de DPPH' no E2 evitou a precipitacdo prévia da xantana, possibilitando a mesma reduzir o
radical DPPH’. A elevacdo da temperatura média de reacdo de 23°C para 35°C aumentou a energia cinética das

moléculas, fazendo com que essas se movimentassem mais, acelerando a reacao.
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A elevada viscosidade da solu¢do de xantana, bem como sua opacidade, sdo fatores interferentes na
leitura da absorbancia. Assim, a precipitacdo e filtragdo da solugdo apds a reagdo resultaram em uma solugéo
limpida, sem interferentes.

Néo foi encontrada literatura acerca da determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH’ para
xantana de forma isolada. Yasser (2007) verificou percentual de inibicdo de 60%, do radical DPPH apds 60
minutos de reacdo a temperatura ambiente, para emulsdes de 6leo de girassol em agua (pH 7) contendo 0,02% de
xantana na emulsdo. Este resultado é bastante superior ao deste estudo. Contudo, deve-se considerar que o dleo
de girassol contém tocoferois, fosfolipidios (lecitina) e B-caroteno, entre outras substancias (TELLES, 2006)
capazes de interferir no resultado.

Os resultados obtidos no E2 indicam a potencialidade da aplicacdo do método de captura do radical
DPPH" em xantana. Para comprovagdo da eficiéncia desse método sdo necessarios maiores estudos que
envolvam, por exemplo, o aumento da concentracdo do radical DPPH na solugdo alcodlica, visto que o teor

alcodlico da solugdo de reacdo ndo pode ser elevado.

4. CONCLUSAO

A adaptacdo do método DPPH’ para verificagdo da atividade antioxidante da goma xantana utilizando-
se proporcdo 2:1 para amostra em meio aquoso: DPPH" em etanol, temperatura a 35°C, tempo de reagdo de 60
minutos e precipitacdo da amostra ao final da reacdo, onde se obtém apds filtragdo uma solucdo limpida para
leitura da absorbancia, mostrou resultados promissores. Outros testes, que comprovem a eficiéncia do método,

sdo ainda necessarios.
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