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RESUMO 

Os compostos fenólicos são obtidos a partir dos vegetais utilizando diferentes métodos de extração, sendo 

amplamente utilizados por apresentar diversas propriedades biológicas. Neste contexto, a identificação e 

quantificação desses compostos nos extratos vegetais e o estudo de suas propriedades torna-se importante. 

Esta revisão tem como objetivo apresentar os diferentes métodos usados identificação e quantificação dos 

compostos fenólicos bem como da avaliação de suas propriedades biológicas. Os métodos de identificação 

e quantificação incluem espectrofotometria e cromatografia gasosa e líquida. A partir da pesquisa foi 

possível demonstrar as principais vantagens e desvantagens dos métodos utilizados para identificação, 

assim como a descrição da atividade antioxidante e antimicrobiana e os diversos métodos para avaliação. 

Palavras-chave: Compostos bioativos; Radical livre, Susceptibilidade microbiana; 

 

ABSTRACT 

Phenolic compounds are obtained from vegetables using different extraction methods and are widely used 

as they have diverse biological properties. In this context, the identification and quantification of these 

compounds in plant extracts and the study of their properties become important. This review aims to present 

the different methods used for identifying and quantifying phenolic compounds as well as evaluating their 

biological properties. Identification and quantification methods include spectrophotometry and gas and 

liquid chromatography. From the research, it was possible to demonstrate the main advantages and 

disadvantages of the methods used for identification, as well as the description of the antioxidant and 

antimicrobial activity and the different methods for evaluation. 

Keywords: Bioactive compounds; Free radical; Microbial susceptibility; 
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INTRODUÇÃO  

 

Os compostos fenólicos são produzidos pelos vegetais no metabolismo secundário 

através das vias bioquímicas dos ácidos chiquímico e malônico. Apresentam estrutura 

química constituída por um anel aromático ligado a uma ou mais hidroxilas, podendo ser 

apresentados na forma de ésteres ou glicosídeos e classificados em fenóis simples, ácidos 

benzóicos, ácidos cinâmicos, flavonoides, taninos, estilbenos e ligninas (Angelo; Jorge, 

2007; Alu’datt et al., 2017).  

A síntese desses compostos pode ser influenciada por fatores ambientais como a 

sazonalidade, o índice pluviométrico, a temperatura, a altitude e o solo e no vegetal podem 

apresentar as funções como: (i) proteção contra predadores e radiação ultravioleta; (ii) 

participação nos processos de alopatia em outras espécies e nos processos de 

detoxificação; e (iii) regulação do crescimento e atrativos para agentes polinizadores 

(Herrmann; Willens; Janke, 2001; Ron; Wills; Morgan, 2000; Simões et al., 2000).  

Para obtenção dos compostos fenólicos a partir das espécies vegetais são 

utilizados distintos métodos de extração considerando a polaridade da molécula, a 

natureza do composto, o solvente e o tamanho das partículas. Assim, para a identificação 

e quantificação desses compostos obtidos no processo de extração são utilizados métodos 

espectrofotométricos e cromatográficos. A escolha do método deverá ser feita 

considerando as desvantagens e limitações de cada método e o composto de interesse 

(Cong-Cong et al., 2017). 

Os métodos espectrofotométricos são simples, de baixo custo, amplamente 

utilizados, e permitem a quantificação das diferentes estruturas químicas das classes dos 

compostos fenólicos; no entanto, não permite a quantificação individual de cada 

composto. Os métodos cromatográficos utilizados na separação, quantificação e 

identificação dos compostos fenólicos são conhecidos pela alta sensibilidade e 

seletividade (Angelo; Jorge, 2006; Gogia et al., 2014; Cong-Cong et al., 2017).   

Os compostos fenólicos são amplamente utilizados por apresentarem atividades 

biológicas tais como a antioxidante e a antimicrobiana. A atividade antioxidante consiste 

na capacidade do composto em inibir ou bloquear os processos oxidativos causados pelas 

espécies reativas de oxigênio, tais como ânion superóxido, radical hidroxila, oxido 

nítrico, peróxido de hidrogênio e radical lipídico, protegendo as moléculas de lipídeos, 
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proteínas e carboidratos que são os principais alvos do processo de oxidação (Matkowski, 

2008; Reische; Lillard; Eitenmiller, 2008).  

Diversos métodos instrumentais, como colorimétricos, biológicos e 

eletroquímicos, são utilizados para determinar a atividade antioxidante dos compostos 

fenólicos e apresentam como princípio a elucidação do mecanismo de ação dos 

compostos através da captura dos radicais livres; da doação de átomos de hidrogênio ou 

elétron; da captura do oxigênio singleto; da inibição de enzimas oxidantes ou quelação de 

íons metálicos (Pietta, 2000; Paixão et al., 2007; Maqsood; Benjakul, 2010). 

Compostos fenólicos com atividade antimicrobiana  podem inibir o crescimento 

de bactérias e fungos a nível molecular ou no processo metabólico ou na estrutura celular 

e são classificados conforme estrutura química ou modo de ação (Taveira et al., 2008). A 

atividade antimicrobiana de substâncias puras ou extratos vegetais pode ser determinada 

através do teste de susceptibilidade por difusão em disco e pela determinação da 

concentração mínima inibitória (CMI) (Alves et al.,2008). 

Neste contexto, esta revisão possui como objetivo apresentar uma revisão sobre 

os métodos para quantificação e identificação dos compostos fenólicos obtidos a partir de 

vegetais; assim como as propriedades antioxidantes e antimicrobianas e dos métodos para 

avaliação. 

 

QUANTIFICAÇÃO DOS COMPOSTOS FENÓLICOS  

 

Para o estudo qualitativo e quantitativo dos compostos fenólicos obtidos através 

dos processos extrativos são empregados métodos rápidos, sensíveis e confiáveis tais 

como espectrofotometria, cromatografia e suas combinações. Os métodos 

espectrofotométricos podem quantificar de maneira global os compostos; enquanto a 

identificação do composto de maneira individual pode ser feita através da cromatografia 

liquida de alta eficiência (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) ou 

espectrometria de massa. A eletroforese capilar e espectroscopia no infravermelho 

próximo (NIR) também são técnicas avanças aplicadas para a quantificação dos 

compostos fenólicos. As principais vantagens de cada método, assim como as limitações, 

devem ser comparadas e consideradas na determinação do perfil dos compostos bioativos 

em matrizes vegetais (Cong-Cong et al., 2017). Na Figura 1 é demonstrado o fluxograma 
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dos métodos analíticos empregados na determinação e quantificação dos compostos 

bioativos presentes em matrizes vegetais. 

 

Figura 1 - Fluxograma dos principais métodos analíticos utilizados na quantificação dos 

compostos bioativos presentes em matrizes vegetais. 

 
Fonte: Cong-Cong et al., 2017. 

 

A espectrofotometria são métodos simples, de baixo custo e consiste na 

determinação das diferentes estruturas de cada classe do composto bioativo oriunda dos 

processos de separação (Gogia et al., 2014). Um exemplo de método espectrofotométrico 

amplamente utilizado na quantificação de compostos bioativos, como os fenólicos, é o 

Folin-Ciocalteau. Este método consiste basicamente em reações de redução utilizando-

se reagentes que contêm tungstênio e molibdênio (Reagente Folin-Ciocalteau). Após a 

reação química, a absorbância do produto é determinada e a quantificação do composto é 

realizada através de uma curva de calibração com padrão de ácido gálico (Gogia et al., 

2014; Pouraboli et al., 2016; Kremer et al., 2015). 

O conteúdo em flavonoides totais pode ser determinado através da metodologia 

espectrofotométrica proposta por Zhishen et al. (1999) e Zou et al. (2004). O método 

consiste em reações das amostras com nitrito de sódio (NaNO2), cloreto de alumínio 

(AlCl3) e hidróxido de sódio (NaOH), seguidas de leitura de absorbância em 

espectrofotômetro a 510 nm. A quantificação de flavonoides totais da amostra pode ser 

realizada por meio de curva padrão preparada com catequina e expressa como 

equivalentes de catequina. 

O método espectrofotométrico denominado “método do DMACA” é utilizado na 

quantificação de flavanóis totais. Ele consiste na reação do reagente DMACA (p-

Dimethylaminocinnamaldehyde) com a amostra (Ma et al., 2019). A quantificação pode 

ser realizada por meio de curva padrão preparada com catequina e expressa como 

equivalentes de catequina por grama ou mL da amostra. 
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O método espectrofotométrico propostos por Lamaison e Carnat (1990) e descrito 

por Quettier-Deleu et al. (2000) e Khadri et al. (2010) possibilita a quantificação de 

flavonóis através da reação da solução metanólica de cloreto de alumínio e a amostra. E 

os resultados podem ser obtidos através de curva padrão preparada com rutina e expressos 

em mg de equivalente rutina por grama ou mL de extrato. 

O conteúdo em taninos é determinado de acordo com o método proposto por 

Broadhurst e Jones (1978) através da reação das amostras com Vanilina-HCl, seguidas de 

leitura de absorbância em espectrofotômetro (500 nm). A quantificação de taninos da 

amostra é realizada por meio de curva padrão preparada com catequina. O resultado é 

expresso em mg de equivalente de catequina por grama ou mL de amostra. 

O teor de proantocianidinas totais é determinado de acordo com o método 

proposto por Maksimović et al. (2005) e Hagerman et al. (2000) através da reação das 

amostras com Butanol:HCl, seguidas de leitura de absorbância em espectrofotômetro 

(550 nm). A quantificação de proantocianidinas totais da amostra é realizada por meio de 

curva padrão preparada com cianidina e expressa como equivalentes de cianidina. O 

resultado pode ser expresso em mg de equivalente de cianidina por grama ou mL de 

amostra. 

Os métodos cromatográficos são técnicas comumente utilizadas na separação, 

identificação e quantificação dos compostos presentes em matrizes vegetais e consistem 

na separação dos analitos contidos na amostra através da eluição na fase móvel e da 

adsorção na fase estacionária. O tempo de retenção do composto possibilita a separação 

dos constituintes da amostra, dos analitos e dos interferentes (Zhang et al., 2011; Barros 

et al., 2011; Douša; Gibala, 2010). Cromatógrafos acoplados com detector de 

espectrometria de massa são amplamente utilizados devido a sua alta seletividade e 

sensibilidade (Ben Hassine et al., 2012; Nolvachai; Marriott, 2013).  

A cromatografia gasosa é o método empregado na quantificação e identificação 

dos compostos voláteis, tais como os ácidos graxos. É uma técnica utilizada na pesquisa, 

desenvolvimento, ou controle de qualidade, em uma grande variedade de áreas devido à 

sua alta sensibilidade e capacidade de separar e detectar vários compostos 

simultaneamente. A cromatografia gasosa é uma técnica de separação em que a fase 

móvel (FM) é um gás e a fase estacionária (FE) pode ser um líquido (cromatografia 

líquida-gasosa – CLG) ou um sólido (cromatografia sólida-gasosa – CSG). A temperatura 

e a vazão de gás carreador são os parâmetros operacionais que influenciam neste método. 
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A separação na CSG ocorre por adsorção, enquanto na CLG é por partição, sendo esta 

técnica comumente utilizada. O gás utilizado na FM deve ser inerte, pois irá transportar 

os componentes da amostra através da coluna, sem nenhum tipo de afinidade entre eles. 

A CSG possui como FE um sólido com grande área superficial e na CLG, a FE é um 

líquido que fica retido na coluna por um suporte sólido inerte, ou por capilaridade 

(Cecchi, 2003). 

Na literatura são descritos alguns métodos para quantificação e identificação de 

ácidos fenólicos, isoflavonas, taninos e outros compostos fenólicos em condimentos e 

especiarias, considerando a polaridade da molécula (Angelo; Jorge, 2006).  

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é a técnica comumente 

utilizada para separação, detecção e identificação de compostos com baixa volatilidade, 

tais como os fenólicos. Nessa análise um líquido atua como FM enquanto as FE podem 

ser líquidas ou sólidas. É uma técnica que utiliza alta pressão na separação dos 

componentes das amostras e assim a análise pode ser feita em poucos minutos. Além 

disso, possui alta resolução, sensibilidade, reprodutibilidade, maior rapidez e automação. 

No entanto, O HPLC é um equipamento caro e de alto custo operacional e de manutenção 

(Cecchi, 2003). Alguns fatores afetam a análise dos compostos fenólicos por HPLC, tais 

como o tipo de coluna, detectores, fase móvel e as propriedades dos compostos (Cong-

Cong et al., 2017). Equipamentos HPLC em fase reversa acoplado com detector 

ultravioleta (UV) ou um arranjo de diodo (DAD) são amplamente utilizados em análises 

rotineiras nos laboratórios para identificação e quantificação dos compostos fenólicos em 

matrizes vegetais. O HPLC acoplado com espectrômetro de massa tem sido utilizada para 

confirmação da estrutura química em diferentes matérias primas de origem vegetal 

(Fecka; Turek, 2008; Pang; Malike; Liu; 2009). 

 

PROPRIEDADES BIOLÓGICAS 

 

Atividade antioxidante  

Os compostos bioativos que apresentam atividade antioxidante são sintetizados 

pelos animais e vegetais para inibir ou bloquear os processos oxidativos causados pelas 

Espécies Reativas de Oxigênio (ERO), tais como ânion superóxido(O2
-), radical hidroxila 

(OH), oxido nítrico (NO), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical lipídico (L), protegendo 

as moléculas de lipídeos, proteínas e carboidratos que são os principais alvos do processo 
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de oxidação. Entre as ERO, o radical hidroxila é mais reativo na indução de lesões nas 

moléculas celulares e o peróxido de hidrogênio pode passar a membrana nuclear e induzir 

danos à molécula de DNA (Matkowski, 2008; Reische; Lillard; Eitenmiller, 2008). 

Assim, os radicais livres são moléculas altamente reativas que possuem um ou mais 

elétrons desemparelhados e, por isso, tendem a capturar um elétron para alcançar sua 

estabilidade. Assim, esses radicais serão reduzidos pela oxidação de outros compostos. 

Além disso, essas substâncias podem interagir com substratos biológicos, desnaturar as 

proteínas ou quebrar o DNA, promovendo efeitos graves e irreversíveis para a célula e, 

consequentemente, ao organismo exposto (Souza, 2007). 

A oxidação lipídica, denominada também como peroxidação lipídica ou 

rancificação auto oxidativa, é uma das principais reações de deterioração dos alimentos, 

pois altera as características sensoriais e nutricionais, ocasiona a perda da qualidade e 

torna o produto impróprio ao consumo. Nessa reação, o principal substrato são as 

moléculas dos ácidos graxos insaturados, devido a presença das duplas ligações. Os 

ácidos graxos insaturados oxidam-se mais rapidamente quando estão livres do que ligados 

aos triglicerídeos ou fosfolipídios e a quantidade de insaturação também influencia na 

velocidade da reação (Silva et al., 1999; Ordóñez et al., 2005). 

O processo de oxidação lipídica ocorre em três etapas: iniciação, propagação e 

terminação. Durante a etapa de iniciação são formados os radicais livres a partir dos 

ácidos graxos insaturados, que se combinam com o oxigênio produzindo peróxidos 

lipídicos. Nessa primeira fase, o ácido graxo insaturado (RH) doa um próton ao carbono 

e converte-se em radical livre, conforme a reação abaixo (Ordóñez et al., 2005). 

 

𝑅𝐻 → 𝑅 ∙  +𝐻 ∙ 

radical aquila 

𝑅𝐻 + 𝑂2 → 𝑅𝑂𝑂 ∙  +𝐻 ∙ 

radical peroxi 

Na fase de propagação, ocorre a oxidação dos lipídeos insaturados e o acúmulo 

dos peróxidos. Os radicais livres formados na iniciação se combinam com o oxigênio 

produzindo mais radicais peróxidos; estes por sua vez poderão subtrair hidrogênio de 

outra molécula insaturada, produzindo peróxido e um novo radical livre. Esta reação pode 

ocorrer várias vezes, e sua natureza é de reação em cadeia, conforme a reação abaixo 

(Silva et al., 1999; Lima; Abdalla, 2001; Ordóñez et al., 2005). 
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𝑅 ∙  + 𝑂2  → 𝑅𝑂𝑂 ∙ 

𝑅𝑂𝑂 ∙  +𝑅𝐻 → 𝑅𝑂𝑂𝐻 + 𝑅 ∙  

 

Na propagação, os radicais livres se associam e formam os compostos não 

radicalares de baixo peso molecular. Essa fase pode ocorrer simultaneamente com a 

iniciação e a propagação. A partir desse momento, se não houver mais radicais livres para 

reagir com o oxigênio, o processo de oxidação lipídica finaliza, sendo necessária a 

produção de nova reação de iniciação para que a oxidação prossiga, conforme a reação 

abaixo (Silva et al., 1999; Ordóñez et al., 2005). 

 

𝑅 ∙  +𝑅 ∙ → 𝑅 − 𝑅 

𝑅 ∙  +𝑅𝑂𝑂 ∙ → 𝑅𝑂𝑂𝑅 

𝑅 ∙  +𝑅𝑂 ∙ → 𝑅𝑂𝑅 

𝑛 𝑅𝑂𝑂 ∙ → (𝑅𝑂𝑂)𝑁 

 

Para reduzir ou inibir o processo oxidativo nos alimentos podem ser adicionados 

antioxidantes naturais ou sintéticos que não afetem a cor, sabor e odor; tenham baixo 

custo; sejam atóxicos; eficazes em baixas concentrações; estáveis e resistentes ao 

processamento; que não cause efeitos fisiológicos negativos; sejam eficazes em baixas 

temperaturas; resistentes aos diversos tratamentos; e de fácil obtenção. A escolha do uso 

de antioxidante depende da compatibilidade com o produto e com as orientações das 

agências reguladoras (Ordóñez et al., 2005; Reische; Lillard; Eitenmiller, 2008).  

Os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos e naturais. Os sintéticos 

apresentam uma estrutura fenólica, que permite a doação de um próton ao radical livre, 

regenerando assim compostos oxidados e interrompendo o processo de oxidação. A 

Figura 2 apresenta quatro exemplos de antioxidantes sintéticos (Reische; Lillard; 

Eitenmiller, 2008). 
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Figura 2 – Estrutura química de antioxidantes sintéticos: butil-hidroxi-anisol (BHA); 

butilhidroxi-tolueno (BHT); ter-butirl-hidroquinona (TBHQ); e propil galato (PG) 

 
Fonte: Cavalcante (2011) 

 

Os antioxidantes naturais são encontrados nos organismos vivos, como as enzimas 

presentes em animais, ou o ácido ascórbico, compostos fenólicos, tocoferóis e 

carotenóides, sintetizados pelos vegetais (Ramalho; Jorge, 2006; Reische; Lillard; 

Eitenmiller, 2008). A produção destes compostos depende das condições ambientais e 

pode ser favorecida ou regulada através das condições adversas, tais como: elevada 

radiação, temperatura, desequilíbrio mineral ou ataque por agentes patogênicos (Neill et 

al., 2002; Wilmes et al., 2011). 

 

Medidas da atividade antioxidante 

A atividade antioxidante dos compostos bioativos pode ser determinada através 

de métodos simples e baratos tais como colorimétricos, biológicos e eletroquímicos, entre 

outros instrumentais (Borges et al., 2011; Palanisamy et al., 2011). Esses métodos 

apresentam como princípio a elucidação do mecanismo de ação dos compostos 

antioxidante que pode ocorrer através da captura dos radicais livres; da doação de átomos 

de hidrogênio ou elétron; da captura do oxigênio singleto; da inibição de enzimas 

oxidantes ou quelação de íons metálicos (Pietta, 2000; Paixão et al., 2007; Maqsood; 

Benjakul, 2010). No entanto, o principal mecanismo de ação estudado consiste na 

produção e inibição de radicais livres pelos antioxidantes (Ou et al., 2002; Almajano et 

al., 2008). 

As principais características dos métodos são: um substrato adaptado, um 

iniciador de oxidação (indutor) e uma medida apropriada do ponto final da reação. No 

entanto, são numerosas as combinações de substratos, indutores e ponto final. Estes 

métodos podem ser baseados na transferência de elétrons, que medem a habilidade de 

redução do substrato (antioxidante) ou de átomos de hidrogênio, os quais avaliam a 

habilidade do substrato em doar hidrogênio (Robards et al., 1999; MacDonald-Wicks; 

Wood; Garg, 2006). 
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Assim, diferentes metodologias são utilizadas para determinar a atividade 

antioxidante de amostras vegetais, como: o Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

(TEAC), que mede a captura do radical ABTS; a captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-

picrilidrazil); a habilidade em reduzir o ferro (FRAP - Ferric Reducing Abilility of 

Plasma); o TBARS-LDL (Thiobarbituric Acid Reactive Substances-Low Density 

Lipoprotein); entre outros. Esses métodos são relativamente mais simples e baseiam-se 

na descoloração da amostra após reação. Os ensaios mais utilizados recebem o nome do 

reagente cuja absorção será atenuada pelo antioxidante, este reagente indicará a 

capacidade antioxidante total do produto referente a captura dos radicais livres (Butera et 

al., 2002). 

 

Método captura do radical DPPH 

O método DPPH é amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante de 

alimentos, extratos de plantas, óleos essenciais e substâncias puras e consiste na captura 

radicalar de um elétron ou um átomo de hidrogênio retirado do substrato. Assim, a 

quantidade do radical DPPH removida do meio é proporcional a atividade 

“sequestradora” da amostra, sendo possível considerar que a inibição do DPPH é 

equivalente a atividade antioxidante dos compostos presentes na amostra (Espín; García-

Conesa; Tomás-Barberán, 2000). A inibição pode ser comparada ao antioxidante sintético 

e a perda da cor púrpura para o amarelo é monitorada por espectrofotometria UV-VIS a 

515 nm. Através da ação do composto ou de uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido 

formando o difenil-picril-hidrazina, de coloração amarela e, consequentemente, ocorre a 

redução da absorção (Chandrasekar et al., 2006; Kim; Thomas, 2007; Raymundo, 2004). 

As Equações 1 e 2 demonstram a reação entre o antioxidante (AH) ou uma espécie radical 

(R) com o DPPH. 

 

𝐷𝑃𝑃𝐻 + 𝐴𝐻 → 𝐷𝑃𝑃𝐻 − 𝐻 + 𝐴.      (1) 

𝐷𝑃𝑃𝐻 + 𝑅 → 𝐷𝑃𝑃𝐻 − 𝑅      (2) 

 

O DPPH é um radical estável, com baixa taxa de deterioração e reatividade com 

a maioria dos compostos. Deste modo, somente os reagentes redutores considerados 

fortes são capazes de reagir com estes radicais estáveis de forma estequiométrica (Santos 

et al., 2007).  
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A partir dos resultados obtidos pode-se determinar a porcentagem da atividade 

antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de inibição do DPPH 

no meio reacional. A concentração do composto necessária para inibir a ação do DPPH 

no meio reacional pode ser determinada a partir da curva de calibração de um composto 

padrão, por exemplo o Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido 

carboxílico), e a atividade antioxidante expressa em μMolar de equivalente Trolox. A 

porcentagem de inibição do radical DPPH pode ser calculada a partir da Equação 3 

demonstrada a seguir e corresponde a quantidade de DPPH capturada pela amostra. O 

IC50, que consiste na quantidade de amostra necessária para reduzir a concentração 

inicial de DPPH em 50 %, também pode ser determinado. Assim, quanto maior o 

consumo de DPPH por uma amostra, menor será seu IC50 e maior será a sua atividade 

antioxidante (SOUSA et al., 2007). 

 

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
𝐴𝑐−𝐴𝑡

𝐴𝑐
 𝑥 100     (3) 

 

Onde: Ac é a absorbância controle ou branco; At é a absorbância da amostra 

A eficiência do antioxidante é medida a temperatura ambiente, eliminando o risco 

de degradação térmica das moléculas testadas. Porém, o mecanismo reacional depende 

da conformação estrutural do antioxidante. Algumas combinações reagem muito 

rapidamente, porém a maioria das reações são mais lentas e os mecanismos parecem ser 

mais complexos (Bondet; Brand-Williams; Berset, 1997). 

 

Método da captura do radical ABTS 

A captura do radical 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfônico 

(ABTS+) gerado na reação química, eletroquímica ou enzimática pelo composto 

antioxidante é um dos principais métodos aplicados na determinação da atividade 

antioxidante de compostos hidrofílicos e lipofílicos. O radical é um composto cromóforo, 

quimicamente estável e solúvel em água (Kuskoski et al., 2005). Na presença de 

antioxidantes doadores de hidrogênio, como os compostos fenólicos, pode-se medir a 

diminuição da formação do radical ABTS+ por espectrofotometria a 734 nm. Neste 

método, conhecido também como TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), o 

radical ABTS+, que apresenta cor verde escura, é formado a partir da oxidação do ABTS 

por persulfato de potássio, na ausência de luz, por um período 12 a 16 horas e 
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posteriormente dilui-se o radical em etanol até obter uma absorbância de 0,70 (± 0,02) a 

734 nm. A energia de ativação é baixa e a reação inicia imediatamente, porém não atinge 

um máximo de absorbância nas primeiras 6 horas (Henriquez; Aliaga; Lissi, 2002).  

Com a adição de um antioxidante no meio reacional, ocorrerá a redução do 

ABTS+ a ABTS promovendo a perda da coloração do meio reacional, cor verde clara 

(Figura 3). Assim, a atividade antioxidante de compostos puros e extratos vegetais através 

da captura do radical ABTS+ pode ser determinada em função da curva de calibração do 

Trolox, padrão submetido às mesmas condições de análise do antioxidante (Re et al., 

1999). 

 

Figura 3 – Estrutura química de antioxidantes sintéticos: butil-hidroxi-anisol (BHA); 

butilhidroxi-tolueno (BHT); ter-butirl-hidroquinona (TBHQ); e propil galato (PG) 

 
Fonte: Borges et al. (2011) 

 

O valor TEAC indica a capacidade da amostra de reagir com o radical ABTS+ e 

de inibir os processos oxidativos e depende do tempo de incubação e da concentração do 

composto antioxidante presente na amostra. A pouca seletividade do ABTS+ na reação 

com átomos doadores de hidrogênio constitui a limitação desse método (Campos; Lissi, 

1997). No entanto, a excelente estabilidade do radical no meio reacional permite a 

obtenção de resultados reprodutíveis, além da obtenção de vários máximos de absorção e 

uma boa solubilidade (Kuskoski et al., 2005). 

 

Método de poder de redução do ferro (FRAP) 

Os testes de atividade antioxidante citados nos itens anteriores são métodos que 

medem a capacidade antioxidante da amostra através da inibição dos efeitos oxidativos 

de espécies reativas propositadamente geradas na mistura reacional através da captura do 

radical livre. Em contrate a esses métodos, o FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

utiliza antioxidantes como redutores em um método redox, empregando um oxidante 

facilmente reduzido e presente em excesso estequiométrico. Assim, os compostos 

antioxidantes presentes na amostra podem ser descritos como redutores, e a inativação de 

oxidantes por redutores pode ser descritas como reações redox nas quais uma espécie 
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reativa é reduzida enquanto outra é oxidada. Neste contexto, a atividade antioxidante pode 

ser referida de forma análoga como potência redutora total (Benzie; Strain, 1999). 

Este método consiste na redução do 2,4,6-tripiridil-s-triazina férrico (Fe(III)-

TPTZ) em 2,4,6-tripiridil-s-triazina ferroso (Fe(II)-TPTZ) em pH baixo (Figura 4). Esta 

reação possui uma mudança na coloração, azul claro para azul intenso, que pode ser 

monitorada por espectrofotometria UV-VIS em 593 nm (Benzie; Strain, 1999; Thaipong 

et al., 2006). Este método foi inicialmente proposto para estimar a atividade antioxidante 

total em amostras biológicas e, posteriormente, foi modificado para análise de rotina da 

atividade antioxidante de substâncias químicas puras e extratos de plantas (Tsai et al., 

2002; Niemeyer; Metzler, 2003). 

 

Figura 4 – Reação de produção de Fe²+ (forma ferrosa) a partir do complexo formado entre 

Fe³+ (forma férrica) e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 

 
Fonte: Benzie; Strain, 1999 

 

Método de peroxidação lipídica 

Em sistemas biológicos, os aldeídos são produzidos quando ocorre quebra dos 

hidroperóxidos lipídicos. Por isso, é interessante identificar e medir estes compostos 

como um índice da extensão da peroxidação lipídica para elucidar o papel dos aldeídos 

como agentes causadores em certas condições patológicas. Métodos analíticos são 

empregados na determinação qualitativa e quantitativa de aldeídos em sistemas 

biológicos. O malondialdeído (MDA) é o principal aldeído formado na peroxidação 

lipídica, e sua determinação e quantificação através do ácido tiobarbitúrico (TBA) é um 

dos ensaios mais comuns em estudos de peroxidação dos lipídeos (Esterbauer; 

Cheeseman, 1990).  

A determinação da reação entre as espécies reativas originadas da decomposição 

dos hidroperóxidos com o ácido tiobarbitúrico (TBA) é um método comumente utilizado 

para os testes in vivo e in vitro. Um dos principais produtos formados no processo 

oxidativo é o aldeído com três átomos de carbono (MDA). No método de peroxidação 

lipídica, uma molécula de MDA reage com duas moléculas do TBA produzindo um 

pigmento com absorção máxima a 532 – 525 nm. Esta reação ocorre em meio ácido (pH 
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entre 2 e 3), temperatura na faixa de 90 - 100 °C e durante 10 minutos, para aumentar a 

velocidade e a sensibilidade (Silva et al., 1999; Santos, 2007).  

Alguns fatores influenciam os resultados obtidos neste método: preparo do 

reagente TBA em soluções ácidas fortes, altas concentrações de metais, como o ferro, e 

altas concentrações de açúcares, como a sacarose. No entanto, o método TBA não é 

específico para MDA, pois uma variedade de outras substâncias sob condições 

apropriadas também formam complexos TBA-rosa. Além disso, MDA ou substâncias 

semelhantes a MDA podem ser produzidas na catálise ácida ou decomposição térmica de 

precursores, como outros aldeídos, MDA ligados a proteínas, lipídeos oxidados e 

aminoácidos (Esterbauer; Cheeseman, 1990). 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

Agentes antimicrobianos são substâncias químicas de origem natural ou sintética 

que inibem o crescimento dos microrganismos a nível molecular ou no processo 

metabólico ou na estrutura celular. Esses compostos podem atuar em bactérias (agentes 

antibacterianos) ou em fungos (agentes antifúngicos) e são classificados conforme 

estrutura química ou modo de ação (Taveira et al., 2008). O antimicrobiano deve exibir 

toxicidade relativa, podendo ser uma função de um receptor específico necessário para 

ligação do composto ao microrganismo ou inibir os processos bioquímicos essenciais 

para o microrganismo. No entanto, tais efeitos não devem ser observados no hospedeiro 

(Mims et al., 1999; Taveira et al., 2008). 

A atividade antimicrobiana dos compostos bioativos é influenciada pelo tipo do 

microrganismo e estrutura da molécula. Em relação a sua estrutura química, o grau de 

hidroxilação é o principal fator na toxicidade para determinados microrganismos 

(Campos; Couto; Hogg, 2003; Taguri; Tanaka; Kouto, 2004). Estudos vem sendo 

desenvolvidos para determinar a atividade antimicrobiana de extratos obtidos de diversas 

espécies vegetais (Yakoub et al.; 2018; Barbosa et al., 2019; Garcia et al, 2019; Rafińska 

et al., 2019). 

Conforme o mecanismo de ação, os antimicrobianos podem apresentar efeitos 

microbiostáticos, promovendo bloqueios reversíveis da síntese proteica dos 

microrganismos e impedindo sua multiplicação; ou microbicida, inibindo a síntese 

proteica dos microrganismos ou destruindo a membrana citoplasmática, de forma a 
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provocar lesões profundas e irreversíveis às suas células (Taveira et al., 2008). Os 

mecanismos de ação dos antimicrobianos dependem do tipo de microrganismo. Nas 

bactérias, os compostos antibacterianos inibem a respiração e/ou fosforilação oxidativa, 

as funções da membrana celular, as sínteses dos ácidos nucleicos e a síntese proteica. Nos 

fungos, os agentes antifúngicos podem inibir os esteroides da membrana celular; 

interromper os ciclos celulares como a síntese de DNA, RNA ou proteínas e destruir a 

parede celular (Souza et al., 2003; Taveira et al., 2008; Schaechter et al., 2002). 

A atividade antimicrobiana pode ocorrer em três etapas: [1] as substâncias 

associam-se aos microrganismos e penetram nas suas células; [2] são transportadas para 

um sítio ativo intracelular; e [3] ligam-se a sítios bioquímicos específicos, executando 

suas ações bioquímicas. A resistência microbiana a essas substâncias pode ocorrer em 

cada uma dessas etapas através da síntese de enzimas que inativam o composto, a 

prevenção e a modificação do sítio alvo (Schaechter et al., 2002). 

 

Medidas da atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana de substâncias puras ou extratos vegetais pode ser 

determinada através do teste de susceptibilidade por difusão em disco e pela determinação 

da concentração mínima inibitória (CMI) (Figura 5) (Alves et al.,2008). O pH, a 

composição do meio, a estabilidade do composto, a concentração do inóculo e a atividade 

metabólica dos microrganismos são fatores que afetam estes métodos (Brooks; Butel; 

Morse, 2000). 

Figura 5 – Fluxograma dos métodos para determinar a atividade antimicrobiana 

 

Fonte: Autores 

 

O teste de difusão em disco é um método qualitativo e consiste na difusão do 

composto no meio de cultura sólido inoculado com um microrganismo com aparecimento 

ou não de um halo de inibição (Figura 6). Diferentes tipos de reservatório podem ser 

utilizados neste método, tais como os discos de papel, cilindros de porcelana ou de aço 

inoxidável e orifícios feitos no meio de cultura. Dentre estes métodos, o de difusão em 
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disco de papel é o mais utilizado para extratos vegetais. Neste método, a amostra é 

colocada em contato com o meio de cultura inoculado com o microrganismo em estudo 

e, após incubação nas condições de crescimento do microrganismo, os diâmetros dos 

halos de inibição produzidos são medidos com régua, paquímetro ou leitor de halos 

(NCCLS, 2006; Vanden Berghe; Vlietinck, 1991).  

 

Figura 6 – Método de difusão em disco 

 

Fonte: Autores 

 

O teste de difusão em disco permite estabelecer a sensibilidade do microrganismo, 

no entanto não determina a potência antimicrobiana da amostra. Além disso, limita-se 

quando as substâncias não se difundem no meio, pois a presença de partículas pode 

interferir na difusão da amostra (Souza et al., 2003; Vanden Berghe; Vlietinck, 1991). Os 

microrganismos diferem quanto ao grau de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos 

e sua sensibilidade pode ser alterada com o tempo da análise (Pelczar Jr; Chan; Ktieg, 

1996). 

A Concentração Mínima Inibitória (CMI) consiste na menor concentração do 

composto capaz de inibir o crescimento do microrganismo em tubos ou microplacas nas 

condições estabelecidas (CLSI, 2009). Nos métodos de diluição, os extratos ou 

substâncias puras são adicionados ao meio de cultura líquido (Figura 7a) ou sólido (Figura 

7b), previamente inoculado com o microrganismo em estudo. Após a incubação, o 

crescimento microbiano é determinado pela comparação direta ou turbidimétrica da 

cultura com o controle negativo, meio de cultura inoculado sem a adição do agente 

antimicrobiano, ou pelo uso de espectrofotômetro em comprimento de onda apropriado 

(Vanden Berghe; Vlietinck, 1991).  
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Figura 7 – Determinação da concentração mínima inibitória em meio de cultura líquido (a) ou 

sólido (b) 

 

Fonte: Autores 

 

O método de diluição em meio líquido pode ser feito em macro (Figura 7a) ou 

microdiluição (Figura 8) utilizando tubos de ensaio ou microplacas, respectivamente. 

Entretanto, a microdiluição é mais econômica, por permitir avaliar simultaneamente 

diversas concentrações da substância antimicrobiana (Alves et al., 2008; Souza et al., 

2003). 

 

Figura 8 – Preparo da microplaca do método de microdiluição para determinação da 

concentração mínima inibitória 

 

Fonte: Autores 
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CONCLUSÕES 

Esta revisão apresentou os principais métodos de identificação e quantificação dos 

compostos fenólicos obtidos em espécies vegetais, em destaque aos métodos 

espectrofotométricos e cromatográficos. Os métodos espectrofotométricos são 

amplamente utilizados por serem considerados métodos simples, rápidos e de baixo custo. 

No entanto, não permitem a identificação individual dos compostos. Os cromatográficos 

destacam-se por apresentar alta sensibilidade, seletividade, precisão e exatidão. Para a 

determinação das atividades antixiodantes e antimicrobianas são aplicados diversos 

métodos considerando elucidação do mecanismo de ação dos compostos. 
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