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Potencial antioxidante dos extratos de manjericao (Ocimum basilicum Lamiaceae) e
orégano (Origanum vulgare Lamiaceae) em éleo de soja
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivos avaliar o potencial antioxidante dos extratos
de manijericao (Ocimum basilicum L.) e orégano (Origanum vulgare L.), e medir a estabilidade
oxidativa do 6leo de soja adicionado de ambos os extratos. Foram obtidos extratos de manjericado
e orégano nas formas in natura e seco, a partir das folhas das especiarias submetidas as extragées
aquosas, etanolicas e sequenciais por 30 min, na proporgéo de 1:3 (m/m, especiaria:solvente),
sob agitacao continua e temperatura ambiente. Nos extratos foram determinados o valor de
concentragéo eficiente (CE,), a atividade antioxidante maxima (AA) e a quantidade de compostos
fendlicos totais (CFT). Os extratos de orégano e manjericdo com maior atividade antioxidante
foram aplicados no dleo de soja em concentragbes que variaram de 250 a 2.000 mg kg, para
avaliagao da estabilidade oxidativa. Os resultados indicaram que os extratos etandlicos de manjericao
in natura com CE = 863,97 ug mL", AA =35,63% e CFT = 56,55 mg g e orégano seco com CE, =
415,82 ngmL', AA=48,42% e CFT = 147,96 mg g' foram os mais eficientes para serem aplicados
ao oleo de soja na concentragdo de 2.000 mg kg, na qual apresentaram a maior estabilidade
oxidativa, 21,8 e 15,1 horas, respectivamente. Com base na metodologia empregada e dentro das
condi¢des estudadas, concluiu-se que os extratos etandlicos de manjericao in natura e orégano
seco revelaram potencial antioxidante quando aplicados em 6leo de soja.
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ABSTRACT: Potential of basil (Ocimum basilicum L.) and oregano (Origanum vulgare L.)
extracts as antioxidant to soybean oil. This study aimed to evaluate the antioxidant potential
of basil (Ocimum basilicum L.) and oregano (Origanum vulgare L.) extracts and to measure the
oxidative stability of soybean oil added to both extracts. Basil and oregano extracts were obtained
in fresh and dry forms from the leaves of spices subjected to aqueous, ethanol and sequential
extraction for 30 min at a ratio of 1:3 (m/m, spice:solvent) and continuously shaken at room
temperature. For the extracts, the value of effective concentration (EC,;), the maximum antioxidant
activity (AA) and the amount of total phenolic compounds (TFC) were obtained. The oregano and
basil extracts that had higher antioxidant activity were applied to soybean oil at concentrations
ranging from 250 to 2,000 mg kg™, to evaluate the oxidative stability. The results indicated that the
ethanol extracts of fresh basil with EC,, = 863.97 mg mL-', AA=35.63% and TFC = 56.55 mg g’
and dry oregano with EC, = 415.82 mg mL-', AA=48.42% and TFC = 147.96 mg g were more
efficient for application in soybean oil at a concentration of 2,000 mg kg-', which showed the
highest oxidative stability, 21.8 and 15.1 hours, respectively. Based on the employed methodology
and under the studied conditions, it was concluded that the ethanol extracts of fresh basil and dry
oregano showed antioxidant potential when applied in soybean oil.

Key words: spices, ethanol extracts, antioxidant activity

INTRODUGAO

O numero de contribuigdes para os métodos significativamente nos ultimos anos, tendo em vista
de isolamento, técnicas, e testes de atividade que a oxidagcado é uma das principais causas de
antioxidante de origem vegetal tem aumentado deterioragdo quimica, resultando na deterioragédo da

Recebido para publicagdo em 05/08/2011
Aceito para publicagdo em 12/04/2012

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.14, n.4, p.686-691, 2012.



qualidade nutricional, cor, textura, sabor e seguranca
dos alimentos (Antolovich et al., 2002; Gulgin et al.,
2007; Rosa et al., 2010).

A presencga de antioxidantes pode reduzir ou
prevenir a oxidacao lipidica, apesar de terem a
estabilidade reduzida quando expostos a altas
temperaturas. Os antioxidantes sintéticos, butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), galato
de propila (GP) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) sédo
0s mais utilizados (Haiying et al., 2008). Entretanto,
o0 emprego dos antioxidantes sintéticos tem sido alvo
de questionamentos quanto a inocuidade (Nobuyoki
et al., 2003; Sasse et al., 2009).

Sobre o uso de antioxidantes naturais,
importantes aspectos tecnolégicos e nutricionais
podem ser destacados, como a conservacao da
qualidade dos alimentos, principalmente nos ricos em
gorduras poli-insaturadas podendo substituir os
antioxidantes sintéticos; a preservagao da saude
humana, ao minimizar danos oxidativos
principalmente em algumas doencgas e a presenca
de componentes bioativos, caracterizando os
alimentos como funcionais (Lagouri & Nisteropoulou,
2009; Silva et al., 2010).

Por estes motivos, muitas pesquisas tém sido
realizadas com a finalidade de encontrar produtos
naturais com atividade antioxidante, com destaque para
as especiarias, pois podem ser adicionadas aos
alimentos em varias formas, como especiarias inteiras
ou como isolados dos extratos (Hossain et al., 2010).

As especiarias sdo ingredientes aromaticos
e pungentes, portanto, o uso direto como antioxidantes
¢ limitado. O procedimento de extragéo é determinado
pelos tipos de compostos antioxidantes a serem
extraidos. A selegao do procedimento de extragcao
pode influenciar na concentragao de antioxidante do
material vegetal. Para compostos fendlicos e outros
antioxidantes em materiais vegetais trés técnicas de
extracdo podem ser usadas, a extragao com uso de
solventes, a em fase sélida e a com uso de solventes
abaixa press&o (extragdo supercritica). E aconselhavel
para otimizar a extragao, o uso de amostras secas,
congeladas, ou liofilizadas, uma vez que alguns
antioxidantes sao instaveis e podem ser degradados
pela acao da enzima em materiais de origem vegetal
n&o desidratados (Suhaj, 2006).

Dentre as especiarias, 0 manjericado possui
elevado poder antioxidante (Gulgin et al., 2007;
Juntachote et al., 2007). Os compostos fendlicos
responsaveis pela atividade antioxidante do
manjericdo estdo presentes em &acidos fendlicos,
como o acido rosmarinico derivado do acido caféico
(Aguiyi et al., 2000; Melo et al., 2006). O orégano,
especiaria com sabor altamente favoravel aos
consumidores de todo o mundo, também recebe
destaque pelas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (Yanishlieva et al., 2006) devido os
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compostos carvacrois, flavondides e terpenos, tais
como apigenina, dihidrocampferol e dihidroquercetina
(Arcila-Lozano et al., 2004).

Desta forma, este estudo pode favorecer a
descoberta de novas fontes de antioxidantes naturais
com contribuig&o significativa no campo da saude em
nivel mundial, encontrando substéncias eficazes e
menos toxicas para serem aplicadas em alimentos.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o
potencial antioxidante dos extratos de manjericéo e
orégano isolados e quando aplicados em dleo de soja.

MATERIAL E METODO

Especiarias

As especiarias, manjericao (Ocimum
basilicum L.) e orégano (Origanum vulgare L.) in
natura, foram coletados na cidade de S&o José do
Rio Preto (SP). As exsicatas das especiarias foram
realizadas no Departamento de Zoologia e Botanica
da UNESP e as espécimes-testemunhas foram
depositadas no herbario SIRP sob os numeros SJRP-
30006 e SIRP-30007.

Das especiarias foram retiradas as raizes,
os talos e as folhas secas. Uma parte das folhas das
especiarias foi disposta em bandeja e seca em estufa
com circulagéo de ar forgada (marca Marconi, modelo
MAO033) a 40°C, por 24 horas. Apés a desidratacgéo,
o material foi triturado e passado em peneira de tyler
3,5 com abertura de 5,66 mm. Em seguida foi
acondicionado em recipientes plasticos com barreira
a luz e mantido sob congelamento até o momento da
utilizacdo. A parte restante das especiarias in natura
foi utilizada para obtengao dos extratos in natura.

Obtencéao dos extratos

Foram obtidos seis diferentes extratos para
cada especiaria, sendo trés deles da especiaria in
natura, e o restante, da especiaria seca. Os solventes
de extragao utilizados foram agua destilada e o etanol,
usados de forma isolada e sequencial, dando origem
aos extratos aquosos, etandlicos e sequenciais, os
quais foram avaliados quanto as respectivas atividades
antioxidantes.

Para obtengdo dos extratos aquosos (in
natura e seco), 25 g da especiaria foram adicionadas
de 75 mL de agua destilada. A mistura foi
homogeneizada em liquidificador (marca Funkitchen,
modelo WJ-6801R) por 30 minutos a velocidade de
rotagdo média; em seguida, foi filtrada em bomba a
vacuo separando-se o sobrenadante do precipitado.
Procedeu-se entdo a remogao do solvente utilizado
para obtencao do extrato, em evaporador rotativo
(marca Quimis, modelo Q-344B2) sob pressao
reduzida a 60°C, com objetivo de determinar, por
pesagem direta, o rendimento da extragao.
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Para os extratos etandlicos (in natura e
seco), foi feito o mesmo procedimento descrito para
os extratos aquosos, porém, adicionando a especiaria
75 mL do solvente etanol e removendo-o posteriormente
sob pressao reduzida a 40°C, em evaporador rotativo.

A partir do precipitado obtido do extrato
etandlico na filtragdo em bomba a vacuo (marca
Tecnal, modelo TE058), foram obtidos os extratos
sequenciais das especiarias in natura e secas. Neste
precipitado foram adicionados 75 mL de agua
destilada, e, novamente, foi submetido ao processo
de extragdo nas mesmas condigdes anteriormente
explicitadas para os extratos aquosos.

Atividade antioxidante

A avaliagdo quantitativa da atividade
antioxidante dos extratos das especiarias foi feita
segundo o procedimento descrito por Brand-Williams
et al. (1995), monitorando-se o consumo do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?®) pelos extratos,
através da medida da absorbancia de solugbes de
diferentes concentragdes.

Preparou-se solu¢des metandlicas com
concentragdo de 500 ug mL™" de extrato aquoso da
especiaria, solugbes etandlicas de 500 pg mL™" de
extrato etandlico da especiaria e solugdes
metandlicas de 500 ug mL™" de extrato sequencial da
especiaria. Cada amostra destas solugdes (0,3 mL)
foi adicionada a 2,7 mL de solugéo de DPPH* (40 ug
mL") em diferentes concentragdes (5, 10, 25, 50, 125
e 250 ug mL™"). Apos o tempo de reagdo de 30
minutos, a absorbancia foi lida em 515 nm e convertida
em porcentagem de atividade antioxidante.

O controle foi feito com 2,7 mL de DPPH* e
o branco realizado com 0,3 mL de solugao do extrato
e 2,7 mL do solvente utilizado na extragao (adgua ou
etanol), para cada concentracéo.

Esta metodologia permite a determinacéo da
concentraggo eficiente (CE, ), também chamada de
concentragao inibitdria, definida como a quantidade
de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragéo inicial de DPPH* em 50%. A CE_ foi
determinada a partir de uma curva exponencial de
primeira ordem, obtida ao plotar na abscissa as
concentragdes da amostra (ug mL™") e na ordenada,
a porcentagem de atividade antioxidante.

Compostos fenolicos totais

A quantificagdo de compostos fendlicos totais
foi determinada por espectrofotometria, por meio do
reagente de Folin-Ciocauteau, segundo a metodologia
descrita por Singleton & Rossi (1965). Este método
baseia-se na redugao dos acidos fosfomolibdico e
fosfotungstico em solugdo alcalina. A cor azul
produzida pela reducao do reagente Folin-Ciocauteau
pelos fendlicos é medida no espectrofotdbmetro (marca

Shimadzu, modelo UV mini 1240). Para quantificagéo
foi utilizada uma curva padrao de acido gélico em
concentragdes de 0 a 500 mg L.

Neste procedimento, pipetou-se 100 uL da
solucao de extrato em tubos de ensaio e adicionou-se
500 uL do reagente de Folin-Ciocauteau. Em seguida,
adicionou-se 1,5 mL de solugao saturada de carbonato
de sddio 20% (m/v) e 6 mL de dgua destilada.

Essa mistura permaneceu em repouso por 2
horas em temperatura ambiente, e a absorbancia foi
determinada a 765 nm. Os resultados foram expressos
em miligramas de equivalentes de acido galico por
grama de extrato (mg EAG g"'). Os reagentes e o
padrdo empregados nesta determinacdo foram
provenientes da marca Sigma-Aldrich, St.Louis, MO.

Estabilidade oxidativa

Os extratos de manjericdo e orégano mais
eficazes foram aplicados em 6leo de soja para
determinacao da estabilidade oxidativa seguindo o
método proposto pela AOCS (2009). Foram testadas
concentragdes que variaram de 250 a 2.000 mg kg™
utilizando-se o Rancimat (marca Metrohm, modelo 743),
equipamento baseado na determinagido da
condutividade elétrica dos produtos volateis da
degradacdo. Por este método, uma curva de
condutividade elétrica versus tempo é automaticamente
registrada com o decorrer da reagéo e do teste, sendo
o periodo de indugao expresso em horas.

O teste foi realizado a 100°C, com fluxo de
arde 20 L h”', com 3 g de amostra e volume de agua
destilada de 60 mL nos frascos contendo os
eletrodos.

Andlise estatistica

Para as amostras submetidas ao ensaio de
estabilidade oxidativa foram considerados os
seguintes fatores: tratamentos (OS + EM e OS +
EO) e concentragdes (0, 250, 500, 750, 1.000, 1.500
e 2.000 mg kg'). Os resultados da estabilidade
oxidativa, em trés repeticoes, foram submetidos a
analise de varidncia em esquema fatorial 2 x 7, no
delineamento inteiramente casualizado (Banzatto &
Kronka, 2006), e ao teste de Tukey para as médias a
5% foram obtidos através do programa ESTAT -
Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os rendimentos dos diferentes extratos de
manijericdo e orégano, calculados por pesagem direta
apo6s a remogao do solvente utilizado em cada uma
das extracdes estao apresentados na Tabela 1.

Os extratos de manjericdo e orégano in
natura apresentaram baixos rendimentos ao final da
extracdo, com valores que oscilaram de 2,96 a 4,01%
e 3,14 a 5,81%, respectivamente, em relagdo aos
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TABELA 1. Rendimentos (%) dos extratos de
manjericao e orégano.

Extratos Rendimentos
. . Aquoso 4,01
Manjericao e - slico 3,08
in natura
Seauencial 2.96
Manierica Aquoso 5,71
anjencao e nslico 7,48
seco
Seauencial 1551
Oré Aquoso 3,14
oregane e nlico 5,81
in natura
Sequencial 4,03
Oré Aquoso 12,75
regano  Ewpnslico 12,07
seco i
Sequencial 6,29

extratos de manjericdo e orégano secos, o que
significa que a utilizagdo de material previamente
desidratado pode maximizar a eficiéncia do processo
de extracédo. Dentre os extratos de manjericao seco,
a extracdo sequencial dos solventes utilizados
proporcionou o maior rendimento (15,51%),
entretanto, dentre os extratos de orégano seco, 0
aquoso e o etandlico alcangaram aproximadamente
o dobro de rendimento em relagao ao sequencial. A
extracdo dos compostos esta diretamente
relacionada a composig¢ao do produto e a polaridade
dos mesmos, havendo grande diversidade em relacao
ao material e solvente utilizado (Turkmen et al., 2006;
Rockenbach et al., 2008).

Os valores de CESO, obtidos por regresséo
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linear sdo calculados pela reducédo de 50% da
concentracgao inicial de DPPH*® e, quanto menor o
valor, maior a atividade antioxidante dos compostos
analisados.

Os compostos fendlicos totais foram
quantificados colorimetricamente nos extratos de
manjericdo e orégano, e, para quantificagéo foi
utilizada uma curva padrao de acido galico em
concentragdes de 0 a 500 mg L. O coeficiente de
determinacédo da curva analitica foi de 0,9986.

Na Tabela 2 constam os percentuais
maximos de atividade antioxidante (AA), os valores
de CEso, e as medidas de compostos fendlicos totais
(CFT) para os extratos de manjericao e orégano.

De acordo com os dados apresentados na
Tabela 2, observa-se que os percentuais maximos de
atividade antioxidante dos extratos etandlicos de
manjericao in natura e seco, 35,63 e 32,52%,
respectivamente, superaram os percentuais encontrados
para os demais extratos de manjericdo. Apesar da
proximidade entre estes valores, o valorde CE, , 863,97
ug mL™, e a concentragdo de CFT, 56,55 mg g, do
extrato etandlico de manjericao in natura, comprovam o
quanto este extrato foi mais eficiente. Dentre os extratos
de orégano, observa-se que a porcentagem maxima de
atividade antioxidante do extrato etandlico de orégano
seco (48,42%) foi maior que a do aquoso (28,08%) e
que do sequencial (36,46%), assim como também foi
superior aos de orégano in natura (14,30-40,38%),
portanto, verifica-se que o extrato etandlico de orégano
seco apresentou além do maior percentual de atividade
antioxidante, menor valor de CE, (415,82 ng mL") e
maior quantidade de compostos fendlicos totais (147,96
mg g') em relagdo aos demais extratos de orégano,
sendo considerado o mais eficiente para ser aplicado
no 6leo de soja.

TABELA 2. Médias de AA(%), CE, (ng mL")e CFT (mg g™) dos extratos de manjericio e orégano.

Extratos AA CEso CFT Correlagao*
Marierica Aquoso 10,34 ¢ 10.837,37 " 12,46 -
,-nirlfﬂzao Etandlico 35,63°F 863,97 ° 56,55 © 0,99
Sequencial 14,12 2.526,54 ¢ 18,40 '
Mar erica Aquoso 141" 6.538,53 ¢ 18,19 *
Sa JErCa0 Etanslico 3252° 1.31574F 20,66 " 0,84
eco Sequencial 815" 6.716,58 © 1356 ¥
Oré Aquoso 14,30 " 2.999,18° 24,00°
mrsgzlr;: Etandlico 36,00 ° 596,69 ' 112,92 ° 0,99
Sequencial 40,38° 470,86 ¢ 147,61 °
Oréaano Aquoso 28,08 © 622,89 " 8945°
s 9 Etandlico 4842 " 415,82 " 147,96 * 0,99
€co Sequencial 36.46 © 578,01° 114,24 °
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Diante dos resultados para os diferentes
extratos de manjericao e orégano observa-se que os
extratos etandlicos de manjericdo in natura e de
orégano seco apresentaram maior eficiéncia quanto a
capacidade antioxidante entre os extratos analisados,
diferenga evidenciada estatisticamente entre as demais
concentragbes analisadas conforme teste de Tukey
(p<0,05).

Em estudos realizados por Del Ré & Jorge
(2011) os resultados demonstraram grande variagéo
no teor de compostos fendlicos totais em oleoresinas
de tomilho e orégano, 64,77 e 25,93 mg de equivalente
de acido galico por 100 gramas de oleoresina,
respectivamente. Alguns autores encontraram elevadas
correlacdes entre atividade antioxidante e compostos
fendlicos em extratos de especiarias (Maksimoviae et
al., 2005; Carvalho Filho et al., 2006).

A estabilidade oxidativa, em horas, fornecida
pelo Rancimat, para o éleo de soja adicionado de
extrato etandlico das especiarias (manjericao in natura
e orégano seco) em diferentes concentracdes, esta
apresentada na Tabela 3.

Independente do tipo de extrato observa-se que
os valores da estabilidade oxidativa aumentaram com o
aumento das concentragcdes do extrato, nao
demonstrando efeito proé-oxidante. Em geral, as mesmas
caracteristicas sdo encontradas na literatura para a agao
antioxidante dos extratos naturais, ou seja, a tendéncia
€ 0 aumento da atividade antioxidante, conforme o
aumento da concentragao de extrato (Haiying et al., 2008).

Com base nos resultados da estabilidade
oxidativa, obtidos pela regressao polinomial, entre as
concentragdes de extrato de gengibre avaliadas (0 a
2.500 mg kg), a mais efetiva foi de 2.500 mg kg™,

para retardar da oxidag&o lipidica (Andreo & Jorge, 2011).
Luzia & Jorge (2010) estudaram o comportamento do
6leo de soja adicionado de extrato de sementes de
limao galego em diferentes concentragdes (0 a 2.500
mg kg') e concluiram que a concentragéo de 2.400
mg kg foi a que conferiu melhor estabilidade oxidativa
ao dleo.

Com base nos resultados da estabilidade
oxidativa, verifica-se que os extratos de manjericio e
orégano na concentracdo de 2.000 mg kg, com
médias de 21,8 e 15,1 horas, respectivamente,
mostraram maior eficiéncia na protegao do 6leo de
soja, diferenca evidenciada estatisticamente entre as
demais concentragdes analisadas, conforme teste de
Tukey (p<0,05).

O aumento do periodo de indugao por meio
da adigao de um antioxidante tem sido relacionado a
eficiéncia do antioxidante, que é expresso como fator
de protegao ou indice antioxidante, isto é, a razao
entre o periodo de indugao de um 6leo na presenga
do antioxidante e o periodo de indugdo do mesmo
6leo na auséncia do antioxidante (Holasova et al.,
2006). Na Tabela 4 estao apresentados os fatores de
protecao para as concentragdes testadas dos extratos
das especiarias.

Observa-se que os extratos de ambas as
especiarias (manjericao e orégano) na concentragao
de 2.000 mg kg-' foram mais eficientes em retardar a
oxidagdo, em relagdo as demais concentragdes, pois
quanto maior o valor do fator de protegcéo, melhor a
atividade antioxidante (Elizable et al., 1992).

Ainda é possivel observar pelos valores
contidos na Tabela 4, que os extratos das especiarias
protegeram o 6leo em retardar a oxidagao, no entanto,

TABELA 3. Médias da estabilidade oxidativa (horas) do éleo de soja adicionado dos extratos etandlicos de manjericao

e orégano em diferentes concentragdes (mg kg™).

Concentracoes
Tratamentos
0 250 500 750 1.000 1.500 2.000
0S + EM 103" | 11,3°® | 114 | 1369 | 158 18,7°* | 21,83
0S +EO 10,3 | 12,7°* | 130" | 134 | 13,5°B | 136°® | 15,1°8

OS + EM: 6leo de soja com extrato de manjericdo; OS + EO: 6leo de soja com extrato de orégano. a, b... (linha): médias seguidas de mesma
letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05). A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra maiuscula nao diferem pelo

teste de Tukey (p>0,05).

TABELA 4. Média dos fatores de protegao para as concentra¢des (mg kg') dos extratos de manjericéo e orégano

aplicados em éleo de soja.

Concentragdes
Tratamentos ™, 54 500 750 1.000 1.500 2.000
0S + EM 110 1118 132 % 153 1,82 % 212
0S +EO 1,19 o 1,21 o 125 | 1,26 5 1,27 8 1412

OS + EM: dleo de soja com extrato de manjericdo; OS + EO: 6leo de soja com extrato de orégano. a, b... (linha): médias seguidas de mesma
letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05). A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem pelo

teste de Tukey (p>0,05).
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o extrato de manjericdo apresentou-se mais eficaz
quando comparado ao de orégano e a melhor
concentracéo a ser aplicada foi de 2.000 mg kg™ para
ambos os extratos, diferenca evidenciada
estatisticamente entre as demais concentragdes
analisadas conforme teste de Tukey (p<0,05).

CONCLUSAO

Os extratos de manjericido e orégano
estudados apresentaram potencial antioxidante, uma
vez que os valores de atividade antioxidante e de
compostos fendlicos totais foram maiores nos
extratos etandlicos de manjericao in natura e orégano
seco. Estes extratos de especiarias proporcionaram
maior estabilidade oxidativa, quando aplicados em
Oleo de soja na concentragdo de 2.000 mg kg™
Porém, novos estudos sao necessarios para avaliar
seus reais potenciais antioxidantes no 6leo de soja.
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