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Study of the antioxidant activity and essential oil from wild basil (Ocimum gratissimum L.) leaf
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Resumo

O isolamento e a identificacdo de antioxidantes naturais, extraidos de plantas, contribuem para a descoberta de novas fontes de compostos
quimicos. A alfavaca (Ocimum gratissimum L.) é uma planta conhecida por seus aspectos medicinais e pelo uso na culinaria. A atividade
antioxidante do extrato bruto e do éleo essencial das folhas de alfavaca foi comprovada através do método do tiocianato férrico. A porcentagem
de inibicao da oxidacao lipidica foi de 96,89% para o extrato bruto e de 92,44% para o 6leo essencial, ambos na concentracdo de 0,02%. O
extrato bruto foi purificado através da cromatografia em coluna com silica-gel e fase mével hexano:acetato de etila em diferentes proporcoes.
Para a identificacao, foram utilizadas andlises espectrais (infravermelho, ressonancia magnética de hidrogénio e carbono 13). A substancia
isolada foi o eugenol, que apresentou 86,56% de atividade antioxidante. Alguns constituintes do 6leo essencial foram caracterizados por
cromatografia de fase gasosa, sendo o eugenol o principal componente (53,90%). Desta forma, a alfavaca apresenta-se como uma nova fonte
de eugenol e, conseqiientemente, de antioxidante natural.
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Abstract

The isolation and identification of natural antioxidants from plants contribute to the discovery of new sources of chemical compounds. Wild
basil (Ocimum gratissimum L.) is used as a herbal medicine and also as a culinary spice. The antioxidant activity of wild basil leaf crude
extract and essential oil was confirmed by the ferric thiocyanate method. The crude extract showed 96.89% inhibition of lipid oxidation,
while the essential oil showed 92.44% inhibition, both in a 0.02% concentration. The crude extract was purified by column chromatography
using silica gel and different proportions of hexane:ethyl acetate as an eluant. The plant’s chemical compounds were identified by spectral
analyses using NMR (hydrogen and '*C) and infrared spectroscopy. The isolated substance was eugenol, which presented antioxidant activity
of 86.56%. Some of the constituents of the essential oil were characterized by gas chromatography, which showed eugenol as the main

component (53.90%). It was concluded that wild basil is a new source of eugenol and, hence, of natural antioxidant.

Keywords: antioxidant; eugenol; wild basil; lipid oxidation.

1 Introducao

A medicina popular tem, por muito tempo, dado énfase
a extratos e Oleos essenciais de plantas da familia Labiatae,
usados devido as propriedades antimicrobiana, antivirética,
carminativa e espasmolitica. Além disso, a utilizacao destas
plantas como condimento é de reconhecida importancia®*.

A alfavaca (Ocimum gratissimum L.) pertence ao género
Ocimum e a familia Labiatae. O género Ocimum contém aproxi-
madamente 30 espécies nativas dos trépicos e subtropicos, com
algumas espécies cultivadas em areas temperadas*’. De acordo
com PATON?°, a alfavaca foi trazida ao Brasil pelos escravos
africanos e se naturalizou rapidamente no Pais. Acredita-se que
0s escravos tiveram um importante papel na disseminacao de
Ocimum, pois foram responsaveis por introduzir diferentes
espécies em muitas regioes do Brasil, com o objetivo de pre-
servar a tradicional medicina africana.

E uma planta robusta que cresce naturalmente em muitas
regioes tropicais do mundo: ilhas do Pacifico Sul, Taiti e Nova
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Celidonia, Ilhas Seychelles, Comores, Madagascar, Indonésia,
Africa e sul da Russia. A planta ¢ cultivada em pequena escala
no sul da Franca e no norte da Africa’.

Existem dois tipos importantes de Ocimum gratissimum
L.: um deles se distingue pelo alto teor de timol e o outro por
conter alto teor de eugenol'. O timol, 5-metil-2-(1-metiletil)
fenol, € um monoterpeno fendlico derivado do cimeno e iso-
mero de carvacrol, sendo a principal fonte o 6leo essencial
de tomilho®. O eugenol, 4-hidroxi-3-metoxialilbenzeno, é um
alilbenzeno largamente distribuido no reino vegetal, sendo en-
contrado principalmente no 6leo de cravo, canela, noz-moscada
e plantas do género Ocimum?!%'7.

A alfavaca que possui alto teor de timol tem o seu 6leo
destilado no oeste da Africa e na Africa Central. O éleo vai do
amarelo-escuro até o amarelo-alaranjado ou amarronzado'. O
tipo que possui alto teor de eugenol tem maior interesse para
os paises onde s6 ha uma fonte importante de eugenol, como,
por exemplo, o 6leo de cravo'.

O quimidtipo de alfavaca que possui alto teor de eugenol
tem seu 6leo destilado no Brasil, no Taiti e na Indonésia. Este
quimidtipo tem atraido muito mais interesse do que o outro,
e no Brasil alguns experimentos com cultivos seletivos tém
resultado em bons rendimentos do 6leo essencial com aproxi-
madamente 80% de eugenol. Esse dleo vai de amarelo-amar-
ronzado a amarelo-palido e possui cheiro forte e aromatico,
com reminiscéncia de cheiro de 6leo de cravo'.
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SAINSBURY e SOFOWORA?®*® estudaram o 6leo essencial
das folhas e da inflorescéncia de alfavaca. O principal compo-
nente do 6leo, da espécie coletada em Taiwan, foi o eugenol
(62%).

A espécie nigeriana mostrou conter timol, mas nao euge-
nol. Na Nigéria, alfavaca € cultivada como planta medicinal,
e o cha obtido pela decoccao das folhas ou da planta toda é
utilizado como antitérmico, como diaforético, para problemas
estomacais e laxantes e como anti-helmintico. O 6leo volatil
obtido de alfavaca é estudado em razao de suas propriedades
antimicrobianas; foi demonstrado que o vapor do éleo tem acao
antiprotozoaria?. Na Russia, alfavaca é cultivada para extragao
do éleo essencial e usada como fonte doméstica de eugenol*.

VOSTROWSKY et al.*! determinaram, por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa e ressonancia
magnética nuclear, que o 6leo essencial obtido de folhas de
alfavaca da Amazonia continha metileugenol (46,83%) e eugenol
(19,26%) como principais constituintes.

VIEIRA e SIMON* caracterizaram 14 acessos de espé-
cies brasileiras de Ocimum. Os 6leos volateis de plantas em
floracao extraidos por hidrodestilacao foram analisados por
GC/MS. Acessos de O. gratissimum mostraram alto teor de
eugenol (40-66%) e timol (31%) em percentagem relativa do
teor de 6leo total.

OBASEIKI-EBOR et al.?” estudaram os extratos de dife-
rentes solventes organicos das folhas de alfavaca com relagao
a atividade antimutagénica. O extrato metanélico foi o que
mostrou maior atividade. Os extratos obtidos foram estaveis ao
calor, mostrando que, mesmo depois do cozimento das folhas
como alimento, a atividade esta presente.

Poucos trabalhos correlacionam a alfavaca com atividade
antioxidante. TREVISAN et al.®® caracterizaram os volateis e
avaliaram a capacidade antioxidante dos 6leos essenciais de
cinco diferentes espécies de Ocimum, dentre elas O. gratissi-
mum. A capacidade antioxidante foi avaliada por dois métodos
in vitro - sistema hipoxantina/xantina oxidase em HPLC e frente
ao método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila); e
foi correlacionada com a presenca em alta proporc¢ao de com-
postos que possuem um anel fenélico, como o eugenol.

LEAL et al.?° obtiveram o extrato de alfavaca por extracao
com CO, supercritico. O extrato, analisado por cromatogra-
fia gasosa com detector de ionizacdo de chama, apresentou
eugenol e -selineno como componentes majoritarios. O teor
de eugenol variou de 35 a 60%, enquanto que o de B-selineno
permaneceu constante. A atividade antioxidante foi avaliada
pela reacdo de B -caroteno e acido linolénico, a qual variou de
62 a 84% comparada ao controle.

Com relacao ao género Ocimum, Ocimum basilicum L.,
conhecido popularmente como manjericao, € o mais estudado
nesse sentido.

Foi demonstrado que os extratos de manjericao retardam a
oxidacao de 6leo de girassol. A efetividade dos extratos foi esti-
mada com base no periodo de inducao, determinado por curva
cinética durante a oxidacao do 6leo de girassol a 100 °C*.

CHUNG et al.® estudaram 51 extratos metandlicos de tem-
peros com relacio ao poder seqiiestrante de OHe. O manjericao
apresentou aproximadamente 60% de inibicao da oxidagao,
quando usado na concentracao de 1 ugmL™, e em torno de
90%, quando a concentracdo foi aumentada para 10 pg.mL™.

O poder antioxidante do manjericao é atribuido ao acido
rosmarinico, um dos ésteres de acido caféico®”. No entanto,
ECONOMOU et al.?° ndo encontraram atividade antioxidante
nesses extratos.

GULCIN et al.'* determinaram a atividade antioxidante e a
capacidade de seqiiestrar radicais livres dos extratos etandlico
e aquoso de manjericao por diferentes métodos in vitro, dentre
eles o método do tiocianato férrico. Os extratos etandlico e
aquoso, na concentraciao de 50 pg.mL" apresentaram 94,8 e
97,5% de inibicao da oxidacdo lipidica, respectivamente.

Outra espécie de Ocimum, Ocimum sanctum, teve sua
atividade antiinflamatéria confirmada por varios estudos®®13.
Esta atividade pode ser atribuida principalmente a inibicdo
da biossintese de prostaglandinas’®, com o bloqueio das en-
zimas ciclooxigenase e lipoxigenase do metabolismo do acido
araquidonico®.

Considerando as propriedades terapéuticas e funcionais
que sao atribuidas a alfavaca e em funcao de existirem poucos
trabalhos que relacionem as suas substancias ativas a efeitos
antioxidantes, objetivou-se com esta pesquisa a comparacao
da atividade antioxidante do extrato bruto e do 6leo essencial
das folhas de alfavaca. Também foi realizado o isolamento e a
identificacdo do componente principal do extrato.

2 Material e métodos

2.1 Matéria-prima e secagem das folhas

As folhas de alfavaca (Ocimum gratissimum L.) foram
colhidas em Vigosa, MG. A secagem das folhas foi realizada
em estufa de secagem e esterilizacao, modelo 320 SE, com
circulagcao de ar mecanica, a 30 °C, por 72 horas.

2.2 Extracao do oleo essencial por arraste a vapor

Para obtencao do 6leo essencial por arraste a vapor d’agua,
as folhas desidratadas (63 g) foram moidas e submetidas a
tamizacao utilizando-se apenas o material de granulometria
entre 0,5 e 1,0 mm. Em seguida, foram transferidas para um
balao de trés bocas (de 1.000 mL de capacidade), pelo qual
passa o vapor de arraste.

Um recipiente com agua destilada e um ebulidor (gerador
de vapor) produzem um fluxo continuo de vapor que passa
pelo material vegetal desidratado, sendo o hidrolato (agua +
6leo essencial) recolhido em um frasco coletor de 1.000 mL e
mantido em banho com agua e gelo.

Foram coletados 2 litros de hidrolato. O hidrolato foi divi-
dido em 2 por¢oes de 1.000 mL e cada porcao foi submetida a
extracdo com éter de petroleo (3 x 60 mL). Os extratos organicos
provenientes da extracao do hidrolato foram reunidos e secos
sobre sulfato de magnésio anidro. O sulfato de magnésio foi re-
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movido por filtragem a vacuo e o éter, posteriormente, destilado
sob pressao reduzida em evaporador rotativo. Em seguida, o
material foi transferido para frascos de vidro. A massa do 6leo
obtido foi determinada. Foram feitas trés repeticoes.

2.3 Obtencao do extrato bruto

O extrato bruto foi obtido por extracdo de 260,2 g de folhas
secas de alfavaca, previamente moidas, com 4 L de etanol, em
aparelho Soxhlet por 72 horas. A remocao do solvente, por
destilacao em evaporador rotatério sob pressao reduzida, levou
a obtencao de 50 g de extrato.

2.4 Avaliacao da atividade antioxidante do éleo
essencial e do extrato bruto

A atividade antioxidante dos extratos etanélicos foi medida
de acordo com a metodologia descrita por MITSUDA et al. e
OSAWA e NAMIKI, citados por KIKUZAKI e NAKATANI'S, com
modificacoes. Uma mistura de 1 mL de amostra em etanol
99,5%, 1,1 mL de &cido linoléico 2,51% em etanol 99,5%,
2 mL de tampao fosfato 0,05 M (pH 7,0) e 0,9 mL de agua foi
colocada num frasco ambar com tampa de plastico rosqueavel
e estocada em estufa a 50 °C, no escuro. Para 0,1 mL desta
solucao foram adicionados 9,7 mL de etanol 75 %, 0,1 mL de
tiocianato de amonio 30% e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02 M.
Depois de exatamente 3 minutos de reacdo a temperatura
ambiente, foi lida a absorvancia em 500 nm, a cada 24 horas,
até que nao houvesse um acréscimo no valor maximo de ab-
sorvancia do controle.

A porcentagem de inibicao na oxidacao lipidica foi calcu-
lada de acordo com a férmula:
% inibi¢io = (1)

Abs. média final do controle — Abs. média final da amostra x 100

Abs. média final do controle

2.5 Isolamento dos antioxidantes do extrato
bruto de alfavaca

O extrato bruto foi incorporado a silica gel (60-200 mesh) e
pré-fracionado em coluna filtrante (funil com vidro sinterizado,
com 13,5 cm de diametro e 10,5 cm de altura), acoplada a um
kitazato de 2 L. Foram obtidas cinco fracées: fracao 1 (13, 54 g)
e fracao 2 (4,10 g), obtidas com hexano:acetato de etila (4:1);
fracao 3 (4,37 g), obtida com hexano: acetato de etila (1:1);
fracao 4 (11,84 g), obtida com acetato de etila puro e acetato
de etila: metanol (1:1); e fracao 5 (3,85 g), obtida com metanol
puro. As fragoes obtidas foram agrupadas de acordo com o
solvente utilizado e analisadas por cromatografia de camada
delgada em placas cobertas com silica-gel 60-GF,,, (0,25 mm
de espessura) utilizando o mesmo sistema de solventes como
fase moével. Depois do desenvolvimento do cromatograma as-
cendente unidimensional, as placas foram secas e reveladas,
com luz ultravioleta e com &cido fosfomolibdico e aquecidas
para a revelacao. Os valores de Rf foram calculados para cada

uma das manchas observadas. As fracoes foram, entao, ava-
liadas quanto a atividade antioxidante.

2.6 Identificacao da substancia antioxidante

Para identificacdo da substancia antioxidante, foram re-
alizadas andlises espectrais. O espectro no infravermelho foi
obtido utilizando-se o espectrofotémetro no infravermelho mé-
dio, modelo 1000 da Perkin Elmer, sendo a amostra analisada
como filme liquido. Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de 'H e de '*C foram registrados em espectrometro
Bruker DPX 200, sendo utilizados CDCl, como solvente e
tetrametilsilano como referéncia interna.

2.7 Andlise cromatogrdfica do dleo essencial

O 6leo essencial de alfavaca (1,9 uL) foi analisado em cro-
matografo a gas Hewllett Packard HP. modelo 5890, série II, com
detector de ionizacdo de chama, modo split, com uma razao
de divisao de 100:1. Utilizou-se uma coluna capilar HP-1, de
25 m de comprimento e 0,2 mm de diametro interno, com fase
estaciondria de metilsilicone de 0,33 pm de espessura. O hidro-
génio foi o gas carreador, sendo a vazao de 1,02 mL.minuto™
€ a pressao na cabeca da coluna, de 95 KPa. A temperatura da
coluna foi programada para permanecer a 75 °C por 2 minutos
e, em seguida, para aumentar 4 °C por minuto, até 150 °C. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 °C.
O tempo de andlise foi de 29 minutos.

Para o composto principal foram preparadas solucoes-
padrao, utilizando o etanol como solvente. A resposta registrada
nos cromatogramas de cada solugao-padrao foi relacionada
com as concentracoes, e, assim, foi determinada a curva-
padrao. Na andlise da amostra, foi feita a transformacao dos
valores de resposta registrados para o teor do composto prin-
cipal, segundo a curva-padrao obtida.

3 Resultados e discussao

3.1 Avaliacao da atividade antioxidante do extrato
bruto e do dleo essencial de alfavaca

O extrato bruto e o 6leo essencial de alfavaca foram
avaliados quanto ao potencial antioxidante. O extrato bruto
apresentou 96,39% de inibicdo da oxidacao lipidica, e o 6leo
essencial, 92,44% de inibicdo. Apesar da pouca diferenca en-
tre as porcentagens, o extrato bruto apresentou valor maior,
por ser obtido por extracdo exaustiva em Soxhlet. Depois de
72 horas, quando o controle ja apresentava o acido linoléico
completamente oxidado, o 6leo essencial e o extrato bruto de
alfavaca ainda inibiam quase que inteiramente a oxidacao.

A Figura 1 exibe um fluxograma com todos os valores
da porcentagem de inibi¢do da oxidagao lipidica das fragoes
isoladas. A fracao 2 foi a escolhida para dar continuidade ao
estudo da atividade antioxidante, uma vez que apresentou
melhor comportamento cromatografico ocasionando um pro-
cesso de purificacdo mais rapido. Foi obtida como fracao pura
e com alta atividade antioxidante, a fracdo 2.1.2.2, que foi entdo
submetida as analises espectrais.
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Extrato bruto de
Ocimum gratissimum L.
50g

Fracao 1 (13,54 g)
98,97%

Fracao 2 (4,10 g)
98,05%

Fracao 3 (4,37 g)
97,83%

Fracdo 4 (11,84 g)
62,44%

Fracdo 5 (3,85 g)
9,7%

Fracao 2.1 (0,474 g)

Fracao 2.2 (0,669 g)
97,07%

Fracao 2.3 (2,02 g)
95,71%

97.21%
|

Fracao 2.1.1 (0,164 g)
29,7%

Fracéao 2.1.2 (0,200 g)
86.,57%

Fracao 2.1.3 (0,069 g)
15,08%

Fracao 2.1.2.1 (0,144 g)

25,12% 86.,56%

Fracéao 2.1.2.2 (0,056 g)

Figura 1. Fracionamento em coluna de silica do extrato bruto de O. gratissimum L. Os valores em porcentagem indicam a inibi¢ao da oxidacao

lipidica dosada pelo método do tiocianato férrico.

A porcentagem de inibicao da oxidacao lipidica de 86,56%,
atribuida a fracao 2.1.2.2, foi considerada satisfatéria por se
tratar de uma substancia isolada, uma vez que, os extratos
brutos apresentam atividade alta; mas, quando eles tém seus
compostos isolados, a atividade diminui, decorrente do efeito
sinergistico que varias substancias exercem.

3.2 Identificacao da substancia antioxidante

Espectroscopia no infravermelho

O espectro no infravermelho da fracao pura (Figura 2)
apresentou as principais absorc¢oes em 3.512 cm™', caracteris-
tica de deformacéao axial de OH; 3.072 cm™, como deformacao
axial de =C-H; 2.930 cm™, indicando deformacéao axial assimé-
trica de CH,; 2.854 cm™, deformacao axial simétrica de CH,;
1.648 cm™', caracterizando deformacao axial de C=C, sendo
confirmada pela banda em 913 cm™, que indica a deformacao
angular fora do plano de =CH; e 1.600 e 1.513 cm™', caracte-
ristico de deformacéao axial de C=C de anel.

O espectro obtido mostrou-se muito semelhante ao do
padrao de eugenol obtido por POUCHERT®, indicando ser o
composto antioxidante isolado da alfavaca.

Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono 13

A estrutura proposta como sendo o eugenol (Figura 3) foi
confirmada pelos espectros de RMN de 'H (Figuras 4, 5 e 6).

A caracterizacao do eugenol foi confirmada mediante a
observacao dos deslocamentos quimicos no espectro de RMN
de '3C (50 MHz) (Figura 7) e DEPT 135 (Figura 8). O espectro
DEPT 135 apresenta como caracteristica os sinais de CH e

40-
()
351 ASE
\]
30+ 1736 N\ S
L 795
251 { 1600 fljce 013,122
201 2854 1034,87
2930 1149,15
15 3512 3448 2337
1267,27
1431,22
10 1513,58
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 2. Espectro no infravermelho da fragao 2.1.2.2 purificada de
Ocimum gratissimum L.

CH, - CH = CH,
8 9 10

Figura 3. Estrutrura do eugenol.

CH, em fase oposta aos sinais de CH,, além da auséncia dos
sinais correspondentes aos carbonos quaternarios, observados
normalmente no espectro de RMN de '*C*.

Os deslocamentos quimicos em § 143,92; 146,45 e 131,93
foram atribuidos aos carbonos quaternarios, em virtude do
desaparecimento deste sinal no espectro de DEPT 135.
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Figura 6. Espectro de RMN'H (200 MHz) da fracao 2.1.2.2 de Ocimum gratissimum L.
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Figura 7. Espectro de RMN de *C (50 MHz) da fracao 2.1.2.2 de Ocimum gratissimum L.

O eugenol, 4-hidroxi-3-metoxialilbenzeno, encontra-se do cravo (85-92%)?, de plantas do género Ocimum, da canela

distribuido no reino vegetal como constituinte dos 6leos es- ¢ poz-moscadal”.
senciais de plantas'®. Propriedades ja conhecidas do eugenol
sdo as funcoes antioxidante, anticarminativa, antiespasmodica, FARAG et al.® analisaram varias amostras de 6leo de

antisséptica e antimicrobiana®. O eugenol é o principio ativo semente de algodao refinado com adi¢ao de 6leo essencial
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2.1.2.2 de Ocimum gratissimum L.

de cravo (eugenol € o principal componente) e 6leo essencial
de tomilho (timol € o principal componente) e sem adicdo de
aditivos. Os métodos utilizados para dosar a oxidacdo foram
indice de peréxido e TBA, além da analise sensorial. Os resul-
tados obtidos demonstram que os 6leos de cravo e tomilho
possuem atividade antioxidante, sendo o 6leo de cravo superior
ao de tomilho. Apesar do intenso flavor dos éleos essenciais,
a avaliacao sensorial indica que a adi¢ao de 6leo essencial de
cravo ou de tomilho nas concentracoes de 50 a 1.200 ppm nao
afetou o odor, a cor e a aparéncia do produto.

FARAG et al.’ adicionaram Oleos essenciais de cravo,
cominho, alecrim, salsa e tomilho em uma solucao aquosa
emulsificada + acido linoléico, para verificacdo da atividade
antioxidante. A atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi
proporcional a concentracdo. A comparacao feita entre 6leos
essenciais € seus principais componentes mostra que, para
apresentar atividade, o componente principal deve possuir
um anel fenélico com um grupo doador de elétrons na posicao
orto a hidroxila. Ja se sabe que compostos fenélicos agem
como doadores de hidrogénio, e, dessa forma, a produgao de
hidroperoéxidos € diminuida. Neste trabalho, foi observado que
a formacao de dienos conjugados € lenta; conseqiientemente,
isto indica que o 6leo de cravo e o de tomilho agem como doa-
dores de hidrogénio para radicais peroxil. Portanto, retardam
a autoxidacao do acido linoléico, por terminarem com a reacao
em cadeia®.

OYA et al.”® estudaram alguns componentes de temperos
quanto a sua propriedade de seqiiestrar radicais livres. Entre
os muitos componentes estudados, o eugenol mostrou ser o
de maior capacidade para seqiiestrar radicais livres, devido ao
grupo hidroxil fenolico.

Alguns temperos utilizados na Asia, como o cravo, apresen-
tam propriedades antioxidantes e antiinflamatérias®'. PULLA
REDDY e LOKESH?*? demonstraram que o eugenol inibe a
peroxidacao lipidica induzida in vitro. A habilidade do eugenol
em prevenir a oxidacao de lipidios polinsaturados em figado de
ratos foi comparada in vitro com BHT, BHA e vitamina E.

A administracdo simultanea de eugenol (10,7 mg.kg
do peso corpoéreo/dia) com tetracloreto de carbono (CCl,)

(1,195 g.kg * do peso corpoéreo, sendo trés vezes por semana,
no periodo de duas semanas) para ratos protegeu a perda da in-
tegridade funcional e das alteracoes lipidicas da membrana em
células vermelhas do sangue induzidas por estresse oxidativo. O
eugenol inibiu a acumulacao da peroxidagao lipidica produzida
nas células vermelhas do sangue e manteve a atividade das
enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa S-transferase, glutationa redu-
tase e glutationa-6-fosfato desidrogenase, em niveis normais. A
fluidez da membrana induzida pelo tetracloreto de carbono foi
diminuida pelo eugenol, € as atividades alteradas das enzimas
ligadas a membrana Na*K+*-ATPase, NADH-desidrogenase e
Ca*2-ATPase foram normalizadas. Dessa forma, verifica-se que
o eugenol protege a membrana do ataque de radicais livres e
mantém as atividades das enzimas antioxidantes em niveis nor-
mais, removidos pelo estresse oxidativo imposto por CCI, '".

Andlise cromatogrdfica do 6leo essencial

O 6leo essencial de alfavaca foi analisado por cromato-
grafia gasosa (Figura 9). A analise quantitativa do principal
componente, eugenol (t, = 15,707 minutos), foi obtida pela
construcao da curva-padrao de eugenol. A equacao da reta
obtida pela curva-padrao foi area = 27.798 ug + 97.247, com
um R? = 0,9671 e as concentragoes do padrao variando de 10 a
50 ug de eugenol, e o teor de eugenol foi de 53,90 %.
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(o]
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1,0 1 ‘6,895 ~ 2 ‘
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Figura 9. Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum gratissimum
L. Condicoes cromatograficas no texto.

O teor de eugenol no dleo essencial de alfavaca varia muito,
dependendo de uma série de fatores, como, por exemplo, da re-
giao geografica onde a planta foi colhida. LAWRENCE', em uma
extensa revisao sobre o assunto, cita varios trabalhos relativos a
determinacao do teor de eugenol em alfavaca. Nestes trabalhos,
foram encontrados teores de eugenol variando de 21,1 a 90,5%
em alfavaca de diferentes regioes geograficas. Também Haiki
(1970), citado por VOSTROWSKY et al.*!, encontrou teores de
eugenol em alfavaca variando de 67 a 73%.

No Brasil, a primeira analise do éleo essencial de Ocimum
gratissimum L. foi realizada por MAIA et al.?? Nesta anélise,
foram encontrados 13% de timol, mas o eugenol nao estava
entre os principais constituintes isolados. Em outro trabalho,
VOSTROWSKY et al.*! encontraram metileugenol (46,83%)
como o principal constituinte do éleo essencial de alfavaca
da Amazonia; o teor de eugenol encontrado neste 6leo foi de
19,26%. O eugenol foi o principal componente encontrado no
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6leo essencial de alfavaca colhida nas cidades de Campinas - SP
(93,9%)3%, Goiania - GO (57,82%)?! e Maringa - PR (67%)%.

O teor de 53,9% de eugenol encontrado para alfavaca
colhida na regiao de Vigosa - MG, em comparagao a outras
pesquisas, da indicios que plantas de regioes geograficas di-
ferentes podem apresentar teores de eugenol distintos. Além
disso, variacoes nos teores de eugenol podem ocorrer entre
plantas de uma mesma regiao, desde que elas sejam colhidas
em diferentes horérios ou que a secagem das folhas seja feita
de maneira distinta*'.

VASCONCELOS SILVA et al.** demonstraram que a com-
posicao quimica do 6leo essencial de alfavaca varia muito ao
longo do dia. O rendimento de 6leo essencial é influenciado
pela luz e favorecido em condicdes de estresse hidrico.

As condigbes climaticas e de disponiblidade de agua no
solo podem afetar o metabolismo secundario do vegetal, e
conseqiientemente, alterar a composicao dos 6leos essenciais
nas diferentes estacoes do ano!’. FREIRE et al.!?> obtiveram
6leo essencial de alfavaca nas diferentes estagées do ano. Em
todas elas, eugenol e 1,8-cineol foram os compostos em maior
abundancia, e, na primavera, apresentaram a maior porcenta-
gem relativa de sesquiterpenos.

Em contraste com outros alilbenzenos, o eugenol € reco-
nhecido pela Food and Drug Administration (FDA) como seguro
quando usado em alimentos em concentracoes de até 1.500 ug.
mL™! . Em alimentos, o eugenol vem sendo usado basicamente
como flavorizante, mas tem também aplicagdes como repelente
de insetos e em preparagoes farmacéuticas?.

Outra propriedade do eugenol que vem sendo muito
estudada e tem aplicacdo na area de alimentos é a sua agao
antimicrobiana, apesar do seu mecanismo exato de agao ainda
nao estar bem esclarecido. Para BOONCHIRD e FLEGEL® e
BLANK et al.2, é possivel que parte do efeito antimicrobiano do
eugenol esteja relacionada com sua natureza fenélica. Em estu-
dos acerca da atividade in vitro do eugenol e de seus derivados
sobre o crescimento de fungos, leveduras, bactérias e virus,
LAEKEMAN et al.'® demonstraram apenas a auséncia de ativida-
de antiviral. Estes autores ainda verificaram que o grupamento
hidroxila livre do eugenol € necessario para a sua atividade
antibacteriana, mas ndo para a atividade antifingica. A adicao
do eugenol ao meio de cultura de Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus brevis promoveu alteracao no conteado celular
de acidos graxos dessas espécies®. Segundo WENDAKOON e
SAKAGUCHI*?, o mecanismo de acdo do eugenol ocorre em
nivel de membrana plasmatica, juntamente com a inativagao
de enzimas, €, ou, no material genético celular. Em razao da
similaridade estrutural entre eugenol e butilhidroxianisol, é
provavel que sua acao esteja relacionada com alteracoes dos
lipidios celulares, perda de material intracelular e inibicao da
sintese de acidos nucléicos®.

4 Conclusoes

O potencial da alfavaca como fonte de antioxidantes natu-
rais foi comprovado. O extrato bruto e o 6leo essencial, avalia-
dos pelo método do tiociananto férrico, mostraram ser capazes
de retardar a oxidacado do acido linoléico. A substancia ativa

do extrato bruto, responsavel pela atividade antioxidante, foi
isolada, identificada e caracterizada como eugenol. O eugenol
também foi identificado como principal componente (53,90%)
do dleo essencial.

Considerando a preocupacao atual com efeitos adversos
que os antioxidantes sintéticos podem causar ao organismo,
observa-se que os extratos de plantas com propriedades me-
dicinais podem apresentar-se como uma fonte nova e alterna-
tiva de antioxidantes naturais. O extrato e o 6leo podem ser
utilizados como uma fonte acessivel de antioxidantes naturais
e como um possivel suplemento alimenticio ou em aplicacoes
farmacéuticas. Além disso, pode ser utilizado como um aditivo
contra a deterioracao oxidativa.
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