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N: 3.1

PROTOCOLLO N: 12

DETERMINAZIONE ATTIVITÀ ANTIRADICALICA
(DPPH ASSAY)

Estrazione
1. prelevare materiale vegetale (fresco 0,1 g; secco 0,02g)
2. omogenizzarlo in mortaio e con l’aiuto di pestello e
3. aggiungere x ml (p/V, g/ml; 1/10-20) di metanolo 70% freddo.
4. Mantenere in ghiaccio per 30 minuti, con leggera agitazione
5. Centrifugare a 14000 rpm per 10 minuti a temperatura ambiente
6. Prelevare il supernatante utilizzato per le successive analisi

Determinazione
1. Prelevare diverse aliquote di campione, (x=1-100 µl)
2. Aggiungere metanolo a 70%; (750 µl- x)
3. Aggiungere 250 µl di soluzione 1 mM DPPH
4. Incubare al buio a temperatura ambiente per 30 minuti.
5. Trasferire la miscela in cuvetta
6. Leggere l’assorbanza allo spettrofotometro (517 nm)
7. Utilizzare una soluzione di Trolox (1:1 mg/ml) oppure acido ascorbico

(1:1 mg/ml) per la retta di taratura

Si utilizza la seguente equazione per ricavare l’attività antiradicalica nei
confronti del DPPH:

Effetto scavenging del DPPH (%) = [AbsDPPH x Abs campione/ AbsDPPH x 100]
Di conseguenza la percentuale di DPPH rimanente è stata calcolata:
DPPH rimanente (%) = [(AbsDPPH / Abs campione) x 100]
I risultati sono stati riportati come IC50 (mg/mL), cioè la concentrazione di
estratto richiesta per ottenere il 50% dell’attività antiradicalica.
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