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RESUMO 

 

 

SILVA, Mayara G. F. da. Atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro de óleos 

essenciais e extratos hidroalcóolicos de manjerona (Origanum majorana L.) e 

manjericão (Ocimum basilicum L.). 2011. 70 f. Trabalho de Conclusão de Curso – 

Curso Superior de Química – Bacharelado em Química Industrial/Licenciatura em 

Química, Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, 2011. 

 
 
O manjericão (Ocimum basilicum L.) e a manjerona (Origanum majorana L.) são 
considerados uma boa fonte nutricional com benefícios para a saúde, principalmente 
pela presença de compostos fenólicos com atividade antioxidante. Neste estudo, foi 
determinado o teor de compostos fenólicos totais, flavonóides totais e atividade 
antioxidante e antibacteriana de extratos hidroalcóolicos e óleos essenciais destas 
duas ervas aromáticas. A atividade antioxidante dos extratos hidroalcóolicos e óleos 
essenciais foi determinada e comparada à de antioxidantes comerciais BHT (butil-
hidroxi-tolueno), BHA (butil-hidroxi-anisol) e α-tocoferol pelo método de sequestro do 
radical livre DPPH•••• (2,2-difenil-1-picrihidrazil). Os valores obtidos para os compostos 
fenólicos e flavonóides totais para o manjericão (Ocimum basilicum L.) foram de 
63,499 mg EAG/g (EAG: equivalente em ácido gálico) e 14,879 mg EQ/g (EQ: 
equivalente em quercetina), respectivamente, e para a manjerona (Origanum 
majorana L.) de 41,244 mg EAG/g e 7,363 mg EQ/g, respectivamente. Foram 
encontradas altas atividades de seqüestro para o radical livre DPPH••••, com EC50 
(Concentração da substância antioxidante necessária para reduzir em 50% a 
concentração inicial do DPPH••••) de 363,992 µg/mL para o extrato hidroalcóolico de 
manjericão (Ocimum basilicum L.), 472,557 µg/mL para o extrato hidroalcóolico de 
manjerona (Origanum majorana L.), 0,952 µL/mL para o óleo essencial de 
manjericão (Ocimum basilicum L.), 1,783 µL/mL para o óleo essencial de manjerona 
(Origanum majorana L.) e 114,665 µg/mL, 72,250 µg/mL e 61,220 µg/mL para as 
substâncias de referência BHT, BHA e α-tocoferol, respectivamente. A atividade 
antioxidante do extrato hidroalcóolico de manjericão (Ocimum basilicum L.) foi de 
88,74% pelo método do DPPH••••, para o extrato hidroalcóolico de manjerona 
(Origanum majorana L.) foi de 86,90%, para o óleo essencial de manjericão 
(Ocimum basilicum L.) foi de 91,20%, para o óleo essencial de manjerona (Origanum 
majorana L.) foi de 81,15% e para as substâncias de referência BHT, BHA e α-
tocoferol de 52,37%, 73,69% e 90,52%, respectivamente. Foi observado que tanto o 
extrato hidroalcóolico quanto o óleo essencial de manjericão (Ocimum basilicum L.), 
apresentaram uma alta capacidade de sequestro de radical livre. A atividade 
antioxidante dos antioxidantes utilizados na indústria alimentícia (BHA, BHT e α-
tocoferol) foi superior à dos extratos hidroalcóolicos de manjericão (Ocimum 
basilicum L.) e manjerona (Origanum majorana L.), pois estes foram analisados 
puros. Embora os extratos hidroalcóolicos e óleos essenciais de manjericão 
(Ocimum basilicum L.) e manjerona (Origanum majorana L.) analisados tenham 
apresentado um alto teor de compostos fenólicos com atividade antioxidante, 



somente os óleos essenciais destas ervas demonstraram uma atividade 
antibacteriana não muito significativa pelos métodos utilizados. 
 

Palavras-chave: Ocimum basilicum L.; Origanum majorana L.; compostos fenólicos 

totais; flavonóides totais; DPPH; CIM; CBM. 

 



ABSTRACT 

 

 

SILVA, Mayara G. F. da. Antimicrobial and antioxidant activity in vitro of essential oils 

and hydroalcoholic extracts of marjoram (Origanum majorana L.) and basil (Ocimum 

basilicum L.). 2011. 70 f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso Superior de 

Química – Bacharelado em Química Industrial/Licenciatura em Química, 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, 2011. 

 
 
Basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum majorana L.) are considered a 
good source of nutrition with health benefits, mainly by the presence of phenolic 
compounds with antioxidant activity. In this study we determined the content of total 
phenolics, total flavonoids and antioxidant and antibacterial activity of hydroalcoholic 
extract and essential oils of these two herbs. The antioxidant activity of 
hydroalcoholic extract and essential oils was determined and compared to 
commercial antioxidants BHT (butylated hydroxy-toluene), BHA (butylated hydroxy-
anisole) and α-tocopherol using the kidnapping of free radical DPPH• (2 , 2-diphenyl-
1-picrihidrazil) and whitening system β-carotene/acid linoleic. The values obtained for 
total phenolics and flavonoids for basil (Ocimum basilicum L.) were 63,499 EAG mg/g 
(EAG: gallic acid equivalent) and 14,879 EQ mg/g (EQ: quercetin equivalent), 
respectively, and marjoram (Origanum majorana L.) 41,244 EAG mg/g and 7,363 mg 
EQ/g, respectively. We found higher activities of kidnapping for the free radical 
DPPH• with EC50 (concentration of antioxidant needed to reduce by 50% the initial 
concentration of DPPH•) of 363,992 µg/mL for the hydroalcoholic extract of basil 
(Ocimum basilicum L.) , 472,557 µg/mL for the hydroalcoholic extract of marjoram 
(Origanum majorana L.), 0,952 µL/mL for the essential oil of basil (Ocimum basilicum 
L.), 1,783 µL/mL for the essential oil of marjoram (Origanum majorana L. ) and 
114,665 µg/mL, 72,250 µg/mL and 61,220 µg/mL for the reference substances BHT, 
BHA and α-tocopherol, respectively. The antioxidant activity of hydroalcoholic extract 
of basil (Ocimum basilicum L.) was 88,74% of DPPH• method for the hydroalcoholic 
extract of marjoram (Origanum majorana L.) was 86,90% for the essential oil basil 
(Ocimum basilicum L.) was 91,20% for the essential oil of marjoram (Origanum 
majorana L.) was 81,15% and for the reference substances BHT, BHA and α-
tocopherol of 52,37% , 73,69% and 90,52%, respectively. It was observed that both 
the hydroalcoholic extract and essential oil of basil (Ocimum basilicum L.), showed a 
high capacity for sequestering free radical. The antioxidant activity of antioxidants 
used in food industry (BHA, BHT and α-tocopherol) was higher than the 
hydroalcoholic extract of basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum 
majorana L.), because these were considered pure. Although the hydroalcoholic 
extract and essential oils of basil (Ocimum basilicum L.) and marjoram (Origanum 
majorana L.) analyzed have presented a high content of phenolic compounds with 
antioxidant activity, only the essential oils of these herbs showed a non significant 
antibacterial activity by methods used.  
 



Keywords: Ocimum basilicum L.; Origanum majorana L.; total phenolic compounds; 

total flavonoids; DPPH; MIC; MBC. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A busca por antioxidantes naturais para uso em produtos alimentícios e 

farmacêuticos vem representando um importante desafio para a pesquisa industrial 

nos últimos 20 anos, tendo como intuito substituir os antioxidantes sintéticos. Uma 

vez que os consumidores vêm apresentando rejeição pelo uso destes devido ao seu 

potencial de toxicidade, há um crescente interesse na obtenção de substâncias 

antioxidantes provenientes de fontes naturais. Além disso, alguns produtos naturais 

(ervas aromáticas in natura e na forma de extratos) apresentaram, in vitro, uma alta 

atividade antioxidante (MURCIA et al., 2004). Extratos de ervas aromáticas, chá, uva 

e citros estão entre as principais fontes de antioxidantes naturais estudadas. Deste 

modo, apesar dos trabalhos já desenvolvidos nesta área, muito do potencial 

existente permanece inexplorado (SILVA et al., 2010). 

Aliado às contribuições à saúde, os compostos naturais também apresentam 

significativa importância para a aplicação industrial, já que os antioxidantes sintéticos 

mais utilizados pela indústria de alimentos são o butil - hidroxitolueno (BHT) e o butil 

- hidroxianisol (BHA), e estes têm despertado preocupação quanto às doses de 

segurança e toxicidade, pois podem estar envolvidos em muitos riscos à saúde, 

incluindo câncer (BARREIROS; DAVID, 2006; BERGAMASCHI, 2010). 

A maioria dos compostos antioxidantes possui uma base molecular 

semelhante, ou seja, pelo menos um anel aromático e um grupo hidroxila, incluindo 

os ácidos fenólicos e os flavonóides (CAETANO, 2009). 

No Brasil, a investigação sobre produtos naturais com atividade 

antimicrobiana também aumentou significativamente nos últimos anos. Entretanto, 

apesar da rica biodiversidade, somente estão disponíveis dados sobre 44 espécies 

de plantas pertencentes a 20 famílias, com atividade positiva, incluindo espécies 

nativas e exóticas (OLIVEIRA et al., 2007). 

As propriedades antimicrobianas de substâncias e óleos essenciais tem sido 

reconhecidas durante séculos, mas foram confirmadas de forma científica apenas 

recentemente. Por outro lado, os microrganismos que causam prejuízos à saúde 

humana estão se mostrando resistentes à maioria dos antimicrobianos conhecidos, 

o que incentiva ainda mais a procura por antimicrobianos de ocorrência natural e 
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eficientes no controle do crescimento de diversos microrganismos incluindo fungos, 

leveduras e bactérias (DUARTE, 2006). 

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e óleos essenciais 

de plantas nativas têm sido relatados em muitos países tais como Brasil, Cuba, 

Índia, México e Jordânia, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradição 

na utilização de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifúngico 

(OLIVEIRA et al., 2007; DUARTE, 2006). O Brasil é o país com a maior 

biodiversidade de plantas do mundo, com mais de 55 mil espécies descritas, o que 

corresponde a 22% do total mundial (BRASIL, 2006; ARAÚJO, 2010). 

Os óleos essenciais são utilizados em diversos setores industriais como, por 

exemplo, na fabricação de fármacos, perfumes, cosméticos, produtos de higiene e 

limpeza, alimentos e bebidas. Esses óleos podem ser extraídos de caules, flores, 

frutos e raízes de diversas espécies de plantas. Na indústria alimentícia, podem 

atuar como antioxidantes e antibacterianos, além de reproduzir o sabor e odor da 

planta utilizada no alimento (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; BUSATTA, 2006). 

O mercado de óleos essenciais é próspero para países que dispõem de uma 

grande biodiversidade, como o Brasil, e possuem condições de agregar valor às 

suas matérias-primas, transformando-as em produtos beneficiados. Por esse motivo 

é importante pesquisar sobre o óleo essencial de plantas condimentares como o 

manjericão e a manjerona. No estado do Paraná, as espécies mais importantes são 

a camomila e o gengibre, porém outras espécies como o capim limão e eucalipto 

vêm sendo exploradas. O estado é responsável por 10% das importações de óleos 

essenciais de diversas plantas. Estes dados revelam a necessidade de expansão 

desse mercado, tanto no Paraná como no Brasil, nos próximos anos (BARATA et al., 

2005; JAKIEMIU, 2008). 

Devido à tendência atual pela procura de produtos naturais pelos 

consumidores, causada pela crescente preocupação com a saúde, torna-se 

necessário o estudo do uso de condimentos e ervas aromáticas como antioxidantes 

naturais em substituição aos convencionais BHA e BHT amplamente utilizados. 

Neste contexto, este estudo tem como objetivo identificar as propriedades 

antioxidantes e antimicrobianas presentes em ervas aromáticas comuns na culinária 

do Sul do Brasil, como a manjerona (Origanum majorana L.) e o manjericão 

(Ocimum basilicum L.). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do óleo essencial e 

do extrato hidroalcóolico de manjerona (Origanum majorana L.) e manjericão 

(Ocimum basilicum L.). 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Plantar as mudas de manjerona e manjericão nas estufas do horto da UTFPR. 

• Preparar os extratos etanólicos das ervas aromáticas; 

• Extrair o óleo essencial das plantas, coletadas do horto, por hidrodestilação; 

• Determinar o teor de compostos fenólicos totais nos extratos hidroalcóolicos; 

• Determinar o teor de flavonóides totais nos extratos hidroalcóolicos; 

• Avaliar as propriedades antioxidantes do óleo essencial e do extrato 

hidroalcóolico de cada planta pelo método de sequestro do radical livre 

DPPH• (2,2-difenil-1-picrihidrazil); 

• Determinar a atividade antimicrobiana do óleo essencial e dos extratos de 

cada planta contra as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25.923 (gram-

positiva), Salmonella enteritidis ATCC 13.076 (gram-negativa), Klebsiella 

pneumoniae ATCC 13.883 (gram-negativa) e Bacillus cereus ATCC 11.778 

(gram-positivo) pelo método de difusão em ágar, Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM); 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

 

Os óleos essenciais são conhecidos desde a antiguidade por possuírem 

atividades biológicas, como propriedades antibacteriana, antifúngica e antioxidante. 

As antigas civilizações já tinham por hábito o uso de ervas e aromas como recurso 

terapêutico, principalmente na medicina chinesa (SIMÕES; SPITZER, 2004). As 

primeiras evidências do uso de plantas com fins terapêuticos datam de 460 a.C. 

Atualmente, com a busca cada vez maior por produtos naturais e com a crescente 

utilização de compostos antioxidantes na medicina, as substâncias naturais, como 

os compostos fenólicos, tem merecido uma atenção especial (CATÃO et al., 2005). 

O consumo de produtos naturais está diretamente relacionado com a 

diminuição da incidência da taxa de mortalidade provocada por doenças 

degenerativas como o câncer e doenças cardiovasculares. Acredita-se que os 

produtos naturais, como frutas e vegetais tem ação antibacteriana e também 

atividade antioxidante, por possuírem quantidades consideráveis de substâncias 

fenólicas. Essas substâncias aumentam e potencializam o sistema imunológico do 

corpo humano induzindo uma resistência sem causar efeitos colaterais ao 

organismo (HERTOG et al., 1993; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). 

O uso de antioxidantes naturais é muito importante tendo em vista diversos 

aspectos tecnológicos e nutricionais, podendo ser destacados: a conservação da 

qualidade do alimento, podendo substituir os antioxidantes sintéticos (Figura 1), a 

preservação da saúde humana, por minimizar danos oxidativos e a presença de 

componentes bioativos, caracterizando os alimentos como funcionais (ARAÚJO, 

1995). 
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Figura 1 – Estrutura química de alguns antioxidantes sintéticos, (a) BHA, 

(b) BHT, (c) PG e (d) TBHQ. 

 

 

O uso de antioxidantes naturais como o α-tocoferol (Figura 2), visando o 

aumento do prazo de validade de produtos alimentícios é uma constante na área da 

tecnologia de alimentos. A Resolução n° 04 de 24/11/88 relaciona um total de 13 

aditivos permitidos classificados como antioxidantes possíveis de serem adicionados 

em aproximadamente 40 a 50 alimentos (BRASIL, 1988). 

 

 

 
Figura 2 – Estrutura Química do α-Tocoterol. 

 

 

As especiarias possuem uma posição especial em relação às outras fontes 

naturais de antioxidantes, pois são usadas tradicionalmente como ingredientes, o 

(a) (b) 

(c) (d) 
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que permite que sejam fácil e diretamente utilizadas, exercendo sua atividade 

antioxidante nos alimentos e ação conservadora por inibirem ou retardarem a 

atividade microbiana (JORGE; ANGELO, 2008). 

Embora os óleos essenciais sejam bastante estudados, o seu uso em 

alimentos como substâncias antimicrobianas é bastante limitado devido à avaliação 

dos sabores, pois doses eficazes contra microrganismos podem mudar a 

aceitabilidade do produto. Como consequência, há uma demanda crescente para 

conhecer as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) dos óleos essenciais, para 

que possa atingir um balanço entre a eficácia como agente antimicrobiano e a 

aceitabilidade sensorial (BUSATTA, 2006). 

Os compostos fenólicos, que agem como antioxidantes, são substâncias 

amplamente distribuídas na natureza, mais de 8000 compostos fenólicos já foram 

detectados em plantas. Esse grande e complexo grupo podem ser pigmentos, que 

dão a aparência colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundário, 

normalmente derivado de reações de defesa das plantas contra agressões do 

ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes, não somente pela sua 

habilidade em doar elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediários 

estáveis (SILVA et al., 2010; BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 

Estes compostos apresentam, em sua estrutura, vários grupos benzênicos 

característicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Esta classe de 

compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em flavonóides 

(polifenóis) e não-flavonóides (fenóis simples ou ácidos). Os átomos de hidrogênio 

dos grupos hidroxila localizados nas várias posições dos anéis benzênicos garantem 

a esses compostos sua alta atividade antioxidante (SILVA et al., 2010). 

Estudos demonstraram que os compostos fenólicos também inibem o 

crescimento de uma grande variedade de microrganismos. Este mesmo potencial foi 

detectado de forma natural em algumas plantas medicinais, ervas e temperos da 

família Lamiaceae, quando avaliados seus óleos essenciais, apresentando entre 

outras funções biológicas uma atividade antimicrobiana significativa (CANSIAN et 

al., 2007; BUSATTA, 2006). 

Os óleos essenciais extraídos de vegetais têm sido avaliados como 

inibidores de crescimento de patógenos em alimentos como Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Streptococcus, Salmonella, dentre outros. A 

família Lamiaceae consiste em aproximadamente 3500 espécies, sendo exemplos 
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as espécies de manjericão (Ocimum sp.), manjerona (Majorana sp.), alecrim 

(Rosmarinus sp.), sálvia (Salvia sp.), orégano (Origanum sp.), tomilho (Thymus sp.), 

dentre outras, as quais são estudadas devido às suas propriedades antioxidantes e 

antimicrobianas e medicinais (CANSIAN et al., 2007 RADULESCU et al., 2004). 

Segundo a Resolução - RDC nº 2, de 15 de janeiro de 2007, óleos 

essenciais são produtos voláteis de origem vegetal obtidos por processos físicos, 

como destilação por arraste com vapor de água ou outro método adequado 

(BRASIL, 2007). De acordo com a International Standard Organization (ISO), 

descrito por Simões e Spitzer (2004), os óleos essenciais são misturas complexas 

de substâncias voláteis geralmente odoríferas e líquidas. 

A designação de “óleo” é devida a características físico-químicas como a de 

serem geralmente líquidos de aparência oleosa à temperatura ambiente e sua 

principal característica é a volatilidade. São normalmente incolores e amarelados 

quando recém obtidos, e alguns possuem cor naturalmente. Apresentam densidade 

inferior à da água, possuem odor característico e são diferenciados pelo índice de 

refração. São solúveis em álcool e em solventes orgânicos e muito pouco solúveis 

em água (BUSATTA, 2006). 

Nos óleos essenciais estão muitos princípios ativos conhecidos, e estes 

podem estar presentes em certos órgãos das plantas, como nas flores, folhas, 

cascas, tronco, galhos, raízes, frutos ou sementes. Apesar de todos os órgãos de 

uma planta poder acumular óleos voláteis, sua composição pode variar segundo a 

localização (SERAFINI et al., 2002). 

 

 

3.2 MANJERONA (Origanum majorana L.) 

 

 

O Origanum majorana L. é uma planta perene, cuja porção subterrânea é 

formada por um sistema de raízes fibrosas. O caule é muito ramificado, de cor meio 

avermelhada, que alcança entre 30 e 60 cm. Os ramos são lenhosos, frágeis e 

quadrangulares, formando uma touceira. A manjerona (Origanum majorana L.) é um 

dos temperos mais utilizados na culinária e que, apesar do seu alto valor medicinal, 

hoje pouco tem sido empregado na medicina popular. No óleo essencial de 

manjerona são encontrados isômeros terpênicos, e compostos fenólicos e 
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flavonóides, além de incluirem carvacrol, timol, triacontano, sitosterol, ácido 

oleanólico e rosmarínico, hidroquinonas e taninos (FELTROW; ÁVILA, 2000). 

Atualmente, seu óleo essencial vem despertando interesse por possuir 

atividade biológica antibacteriana, antifúngica e antioxidante. Na indústria de 

alimentos, o óleo destilado tem larga aplicação, levando em conta sua grande 

estabilidade de conservação e ausência de contaminação microbiológica. A 

atividade antioxidante de algumas plantas aromáticas da família das Lamiaceae é 

muito estudada, especialmente porque os extratos destas plantas exibem atividade 

em baixas concentrações (BARATTA et al. 1998). 

 

 

3.3 MANJERICÃO (Ocimum basilicum L.) 

 

 

O manjericão (Ocimum basilicum L.), especiaria pertencente à família 

Lamiaceae faz parte de um grupo de plantas medicinais e aromáticas de grande 

valor econômico, possui dentre seus constituintes químicos, óleos essenciais, 

flavonóides, taninos, saponinas, ácido caféico e cânfora. Amplamente empregado no 

preparo de fitoterápicos e pela indústria alimentícia. Desta forma, o uso de 

antioxidantes naturais, como as especiarias, em destaque o manjericão, pode 

apresentar estabilidade oxidativa nos produtos alimentícios. Com esta perspectiva, 

somando-se a restrição do uso em alimentos de antioxidantes sintéticos, tem 

aumentado o interesse na pesquisa de substâncias naturais com atividades 

antioxidantes (DUARTE, 2006). 

O Ocimum basilicum L. é uma planta herbácea, anual ou perene, que ocorre 

de forma subespontânea no Brasil, atinge até 1 m de altura e possui caule muito 

ramificado, o seu óleo essencial tem sido extensivamente utilizado na indústria de 

alimentos, farmacêutica e de cosméticos, além de ser utilizado na medicina popular 

para combater dor-de-cabeça, diarréia, resfriado, etc (LORENZI & MATOS, 2002). 

A atividade antioxidante das especiarias e de seus extratos é atribuída aos 

compostos fenólicos que também podem atuar como seqüestrantes de radicais 

livres no organismo reduzindo os riscos de doenças crônicas (GUERRA, LAJOLO, 

2005). Segundo Bonanni (2007), diferentes tipos de condimentos processados como 

anis, manjericão, hortelã, estragão e manjerona apresentaram elevada capacidade 
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antioxidante. Em geral são compostos fenólicos que agem como antioxidantes 

multifuncionais atuando de várias formas: combatendo os radicais livres, quelando 

metais de transição e interrompendo a reação de propagação dos radicais livres. 

 

 

3.4 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

 

Os processos de obtenção de óleos essenciais variam conforme a 

localização do óleo na planta. Os métodos mais comuns são: enfloração; arraste 

direto por vapor d’água; hidrodestilação; extração com solventes orgânicos; 

prensagem e extração com fluidos supercríticos (SIMÕES; SPITZER, 2004). 

A composição dos óleos essenciais pode sofrer influência de acordo com o 

método de extração utilizado, pois suas propriedades bioativas podem ser 

comprometidas. As características físico-químicas podem ser alteradas pelas 

condições operacionais empregadas na extração, bem como seus efeitos 

terapêuticos. Graças ao avanço da tecnologia, hoje se dispõe de métodos que 

permitem extrair óleos essenciais com um maior grau de pureza e concentração, 

como é o caso da extração com fluidos supercríticos, que na indústria alimentícia 

utiliza gás carbônico na extração, fazendo com que não haja resíduos tóxicos 

(JAKIEMIU, 2008). 

O método de enfloração é utilizado para extração de óleos essenciais de 

matérias-primas delicadas como pétalas de flores. As pétalas são depositadas, a 

temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura, durante um determinado 

tempo. Em seguida as pétalas esgotadas são substituídas por novas até a saturação 

total, quando a gordura é tratada com álcool. O álcool então é destilado a baixa 

temperatura, obtendo-se assim o óleo essencial (JAKIEMIU, 2008). 

A prensagem é utilizada para extração de óleo essencial de frutas cítricas, 

que é encontrado nos tecidos periféricos, no caso nas cascas. Estas são prensadas 

e a camada que contém o óleo essencial separada por decantação, centrifugação ou 

destilação fracionada (SIMÕES; SPITZER, 2004). 

A extração com solventes orgânicos é usada no mundo todo para obter 

maior rendimento ou produtos que não podem ser obtidos por nenhum outro 
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processo. Geralmente são utilizados solventes apolares como o diclorometano e o 

éter (SIMÕES; SPITZER, 2004). 

A extração por fluidos supercríticos é uma técnica que utiliza o poder do 

solvente em temperatura e pressão vizinhas ao ponto crítico. O solvente mais 

utilizado nesta técnica é o dióxido de carbono (CO2), devido ao seu baixo custo, à 

temperatura crítica considerada baixa (31,1ºC) e a pressão crítica facilmente 

alcançável (72,85 atm), além de ser um solvente inodoro, quimicamente inerte e sem 

risco ambiental. Esta técnica vem sendo considerada uma das mais promissoras 

para a área da alimentação. A única desvantagem é que o processo demanda 

custos altos, dificultando a implantação da técnica (JAKIEMIU, 2008). 

Na extração por arraste de vapor o material vegetal a ser extraído, 

geralmente moído ou triturado, é colocado em um recipiente através do qual se faz 

passar uma corrente de vapor de água, assim os óleos essenciais são arrastados 

pelo vapor de água e a mistura de vapores é conduzida a um condensador, onde os 

vapores voltam ao estado líquido, sendo separados pela diferença de densidade 

(RODRIGUES, 2002). 

A hidrodestilação é um método antigo e versátil, sendo o mais usado 

comercialmente no Brasil. O material vegetal permanece em contato com a água em 

ebulição, o vapor faz com que as paredes celulares se abram e o óleo que está 

entre as células evapore junto com a água que vai para o condensador, onde é 

resfriado e separado por diferença de densidade. No caso das produções em 

pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger (SIMÕES; SPITZER, 2004). 

 

 

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PLANTAS 

 

 

Nos últimos anos, as pesquisas com antioxidantes naturais tiveram grande 

destaque junto à comunidade científica. As suspeitas de que os antioxidantes 

sintéticos sejam carcinogênicos tem direcionado os estudos para os compostos 

naturais que apresentam esta capacidade. É crescente o interesse para que os 

antioxidantes naturais substituam os artificiais ou atuem em conjunto com os 

mesmos, reduzindo a sua quantidade nos alimentos (SOARES, 2002; ALEZANDRO, 

2009). 
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Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias capazes de diminuir 

ou prevenir significativamente a oxidação de outra substância, sempre que presente 

em menor concentração quando comparado a substância oxidável de interesse. 

Outra definição é o de antioxidantes em alimentos, como uma substância que em 

pequena quantidade é capaz de prevenir ou retardar a oxidação de materiais 

facilmente oxidáveis, como as gorduras (SHIRAHIGUE, 2008). 

Antioxidantes naturais extraídos de plantas podem ser usados como 

alternativas aos antioxidantes sintéticos, devido a seu efeito equivalente ou maior na 

inibição da oxidação. Assim, antioxidantes naturais presentes em alimentos e outros 

materiais biológicos tem atraído considerável interesse nas últimas duas décadas 

devido à sua presumida segurança, potencial nutricional e efeitos terapêuticos. 

Alimentos ricos em antioxidantes tem sido apresentados como tendo papel essencial 

na prevenção de doenças cardiovasculares, câncer e doenças neurodegenerativas, 

onde as mais conhecidas são as doenças de Parkinson e Ahlzeimer e problemas 

causados pelo envelhecimento das células (GÓMEZ, 2003; GENENA, 2005). 

Ervas e especiarias são importantes antioxidantes naturais, e isso tem sido 

atribuído à presença de compostos fenólicos nos óleos essenciais. Sendo assim, 

dentre os vários estudos sobre compostos naturais com ação antioxidante, muitos 

deles estão centralizados nos compostos fenólicos que podem atuar como doadores 

de hidrogênio ao radical livre, dando origem a um radical estável (Figura 3), que por 

ressonância, não tem a capacidade de iniciar ou propagar as reações oxidativas, ou 

como agentes quelantes complexando íons metálicos (Figura 4), principalmente 

cobre e ferro, que atuam como catalisadores nos processos oxidativos (RAMALHO; 

JORGE, 2006; CAETANO, 2009). 

 

 

 
         FL – OH           FL – O• 
 

Figura 3 – Esquema de sequestro de radicais livres (R•) por flavonóides (FL). 

R• RH R• RH 
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Figura 4 – Sítios de ligações de metais em flavonóides. 

 

 

Esses compostos fenólicos pertencem a uma classe que inclui uma 

diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel 

aromático no qual ao menos um hidrogênio é substituído por um agrupamento 

hidroxila, sendo assim o composto mais simples é o fenol (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5 – Estrutura química do fenol. 

 

 

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em 

flavonóides (polifenóis) e não-flavonóides (fenóis simples ou ácidos) (SILVA et al., 

2010). 

Estruturalmente, os flavonóides são substâncias aromáticas com 15 átomos 

de carbono (C15) no seu esqueleto básico, sendo compostos fenólicos C6-C3-C6, 

em que os dois anéis C6 são necessariamente aromáticos (anéis A e B) sendo 

conectados por uma ponte de três carbono que geralmente contém um átomo de 

oxigênio (anel C) (com exceção das chalconas) e uma carbonila (LOPES et al., 

Me 2+ 

Me 2+ 
Me 2+ 
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2003) (Figura 6). De acordo com as características químicas e as respectivas 

substituições dos Rn por hidroxilas os flavonóides são divididos em diversas classes, 

como por exemplo, os flavanóis, flavonas, flavonóis, flavanonas, isoflavonas entre 

outros (OLDONI, 2007). 

 
 
 

 
 

Figura 6 – Estrutura básica dos flavonóides onde 
as diferentes classes ocorrem de acordo com as 
substituições de Rn. 

 

 

Na classe dos não-flavonóides ou ácidos fenólicos estão os derivados dos 

ácidos cinâmicos e benzóicos, os diferentes compostos são gerados de acordo com 

as substituições de Rn (Figura 7). Sua atividade antioxidante está relacionada com a 

posição dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo –CO2H em 

relação ao grupo fenil. Quanto mais próximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior 

será a capacidade antioxidante do grupo hidroxila (SILVA et al., 2010). 

 
 
 

 (a)                   (b) 
 
Figura 7 – Estrutura básica dos ácidos fenólicos derivados do ácido benzóico (a) e cinâmico (b) onde 
os diferentes compostos ocorrem de acordo com as substituições de Rn. 
 

R1 

R2 

R3 

R4 

R5 
R6 

R7 

R8 

R9 

R10 

B 

C A 

R1 

R2 

R3 

R4 

R5 

R1 

R2 

R3 

R4 

R5 



31 

 

3.5.1 Métodos de Análise de Atividade Antioxidante in vitro 

 

 

Diversos métodos têm sido utilizados para determinar a atividade 

antioxidante in vitro e podem ser classificados em duas categorias: ensaios 

baseados em estudos de cinética química, denominados de métodos diretos e 

ensaios mediados pela transferência de elétrons, métodos indiretos. O primeiro 

método é caracterizado pela presença de uma competição entre uma sonda oxidável 

e o antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de radicais livres, já o 

segundo caracteriza-se pela habilidade do antioxidante em sequestrar radicais livres 

(COSTA et al., 2009). 

Os métodos in vitro são avaliações potenciais da atividade antioxidante de 

um determinado composto puro ou extrato. Dentre os métodos espectrofotométricos 

de atividade antioxidante in vitro os mais utilizados são: o método do DPPH• radical 

(2,2-difenil-1-picrihidrazil), o sistema β-caroteno/ácido linoléico (BCAL), o método 

ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-ácido sulfônico)) e o FRAP (Ferric 

Reducing Antioxidant Power) (BERGAMASCHI, 2010). 

O método do descoloramento do β-caroteno é amplamente usado para 

avaliar a atividade antioxidante de vários tipos de amostras, tais como, compostos 

puros, extratos de plantas, grãos, frutas, vegetais entre outros, principalmente por 

não recorrer a altas temperaturas, permitindo a determinação do poder antioxidante 

de compostos termossensíveis (ABDALLA et al., 1999). Neste método o ácido 

linoléico em presença de oxigênio forma o radical peroxil, que reage com o β-

caroteno resultando na perda da coloração da solução. A adição de uma amostra 

que contenha antioxidantes pode reagir com o radical peroxil, contribuindo para 

retardar a queda de coloração do β-caroteno. Portanto os antioxidantes presentes 

nas amostras podem ser facilmente monitorados pelo branqueamento da cor da 

solução (MEDINA, 2009). 

O ensaio do DPPH• tornou-se bastante popular no estudo dos antioxidantes 

naturais por ser um método simples a altamente sensível. O método opera pela 

medida direta da doação do átomo de hidrogênio ou transferência de elétron de um 

antioxidante em potencial a moléculas do radical livre (DPPH•) (SHIRAHIGUE, 

2008). Esse método é baseado na redução de soluções alcoólicas de DPPH•, a qual 
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apresenta um máximo de absorção em 517nm com coloração violeta, na presença 

de um antioxidante doador de hidrogênio o DPPH• pode abstrair um elétron ou 

radical hidrogênio do antioxidante para se tornar uma molécula estável (Figura 8), 

que raramente pode ser oxidada irreversivelmente, diminuindo assim a absorbância 

e passando da coloração violeta para o amarelo (BERGAMASCHI, 2010). 

 

    
Figura 8 – Reação do radical livre DPPH• com uma molécula antioxidante. 

 

 

Os resultados do DPPH•••• são expressos de diversas maneiras, dentre eles o 

EC50 o qual tem sido muito utilizado, representando a quantidade de antioxidante 

necessária para diminuir a concentração inicial de DPPH em 50%. Esse método foi 

introduzido como sendo um método fácil e preciso para uso em frutas e extratos de 

plantas (ATMANI et al., 2009). 

O método ABTS determina a atividade antioxidante total pela captura do 

radical livre ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-ácido sulfônico)), e tem sido 

amplamente utilizado na avaliação da atividade antioxidante em alimentos e 

bebidas, devido à sua aplicabilidade na fase aquosa. A atividade antioxidante de 

produtos de produtos naturais é determinada pela descoloração do ABTS, medindo-

se a redução do radical a uma absorbância de 734nm. A absorbância da reação da 

mistura de ABTS e um antioxidante é comparada com atividade do antioxidante 

sintético Trolox (padrão), e os resultados são expressos em µMol de Troxol TEAC.g-1 

(atividade antioxidante equivalente ao Troxol) (BIGLARI et al., 2008; 

BERGAMASCHI, 2010). 

+   RH +   R•••• 
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O ensaio do FRAP (Poder Antioxidante de Redução do Ferro), está baseado 

na capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe3+ em Fe2+, quando isso ocorre na 

presença de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condições ácidas a redução 

é acompanhada pela formação de um complexo corado (azul intenso) com o Fe2+, 

com uma absorção máxima a 593nm. Este ensaio oferece resultados rápidos, porém 

apresenta como desvantagens o fato de que a curva padrão deve ser realizada com 

um antioxidante que seja solúvel em água e que geralmente não consegue medir 

todos os antioxidantes presentes em uma matriz complexa (APAK et al., 2004). 

 

 

3.6 ATIVIDADE ANTINICROBIANA DE PLANTAS 

 

 

Muitos compostos fenólicos são adicionados aos alimentos como agentes 

antioxidantes e/ou antimicrobianos, sendo que a mistura de dois ou mais compostos 

em quantidades adequadas, podem apresentar atividade antimicrobiana sobre as 

bactérias mais resistentes. A ação antimicrobiana dos compostos fenólicos está 

relacionada com a inativação das enzimas celulares, além de mudanças na 

permeabilidade das membranas celulares (CARPES, 2008). 

Os óleos essenciais extraídos de plantas tem sido avaliados como inibidores 

de crescimento de patógenos em alimentos como Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Streptococus mutans, Salmonella choleraesius dentre 

outros (CANSIAN et al., 2007). Embora haja exceções, na literatura, em geral as 

bactérias gram-positivas são mais susceptíveis do que as bactérias gram-negativas 

aos compostos lipofílicos dos óleos essenciais. Uma possível explicação para esta 

atividade pode estar relacionada à dificuldade dos óleos essenciais em difundir a 

membrana externa, pois existe uma barreira hidrofílica que impede a passagem de 

macromoléculas, embora esta não seja totalmente impermeável, devido a isso, as 

bactérias gram-negativas são relativamente resistentes (Figura 9) (BUSATTA, 2006). 

 



34 

 

 
Figura 9 – Diagrama simplificado da parede celular 
de bactérias gram-positivas e gram-negativas. 
Fonte: The Board of Trustees of the University of 
South Carolina (2010). 

 

 

Dentre as plantas aromáticas com atividade antimicrobiana destacam-se as 

da família Lamiaceae, como o manjericão (Ocimum basilicum L.) e a manjerona 

(Origanun majorana L.). Embora o mecanismo de ação dos óleos essenciais não 

seja totalmente conhecido, sua atividade biológica é avaliada de diferentes formas, 

como na ativação e/ou inativação de compostos, que ao romper ou desestruturar as 

membranas celulares, causam perdas de várias enzimas e nutrientes. Em alimentos, 

alguns componentes do óleo essencial também podem interferir no sistema 

respiratório bacteriano (BARATTA et al., 1998; CANSIAN et al., 2007). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

 

As amostras das plantas foram coletadas na estufa da UTFPR – campus 

Pato Branco - PR. Imediatamente após a colheita as plantas foram secas em estufa 

a 40°C, moídas em moinho de facas Marconi modelo MA – 630 e guardadas em 

geladeira a 7°C, até o momento das análises. 

 

 

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS ETANÓLICOS DAS ERVAS AROMÁTICAS 

(EEEA) 

 

 

Para o preparo dos extratos etanólicos das ervas aromáticas foram pesados 

2 gramas de cada erva desidratados e moídos, obtidos conforme o item 4.1. A 

extração foi feita com 15 mL de etanol a 70% (v/v), em banho de água a 70ºC, por 

30 minutos (CARPES, 2008). Em seguida, foi realizada uma filtração em papel de 

filtro Whatman nº 5, e os sobrenadantes (EEEA) foram transferidos para tubos de 

ensaio com tampas de rosca. Os EEEA foram utilizados para as análises de 

atividade antioxidante, antimicrobiana, compostos fenólicos totais e flavonóides 

totais. 

 

 

4.3 EXTRAÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS DAS ERVAS AROMÁTICAS POR 

HIDRODESTILAÇÃO 

 

 

A hidrodestilação foi feita utilizando-se aparelho de Clevenger a partir de 50 

g de cada erva secas e moídas, obtidas conforme o item 4.1, e 800 mL de água 

destilada. A extração foi efetuada por três horas, e as amostras de óleo essencial 

das ervas aromáticas (OEEA) obtidas foram transferidas para tubos de ensaio e 
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levadas ao freezer para posterior análise de atividade antioxidante e atividade 

antimicrobiana. 

 

 

4.4 TEOR DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS 

 

 

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado pelo método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o ácido gálico como padrão de 

referência. Este método envolve a oxidação de fenóis por um reagente amarelo de 

fosfomolibdato e fosfotungstênio (reagente de Folin-Ciocalteau), e a medida 

colorimétrica de um complexo azul Mo-W que se forma na reação em meio alcalino. 

Os EEEA foram diluídos em etanol a 70% (v/v) 1:240 (v/v). Uma alíquota de 0,5 mL 

dos respectivos extratos diluídos foram transferidas para tubos de ensaio e 

adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau diluído em água destilada 1:10 

(v/v). Após 5 minutos de repouso da mistura, foram adicionados 2,0 mL de uma 

solução de Na2CO3 a 4% (m/v). As soluções foram incubadas em local escuro, à 

temperatura ambiente e após 2 horas, foram realizadas as leituras da absorbância a 

740 nm em espectrofotômetro SHIMADZU Modelo UV 1800. O branco foi conduzido 

nas mesmas condições. A curva analítica foi construída contendo 2,5, 5, 10, 25, 50, 

75, 100 µg/mL de ácido gálico e os resultados expressos em mg EAG/g de 

manjericão/manjerona. (EAG: equivalente em ácido gálico) (SINGLETON et al., 

1999). Essas análises foram realizadas em triplicata. 

 

 

4.5 TEOR DE FLAVONÓIDES TOTAIS 

 

 

A concentração de flavonóides totais foi determinada conforme método 

descrito por Park et al. (1995), com algumas modificações. Uma alíquota de 0,5 mL 

dos extratos de manjericão e manjerona diluídos 1:20 e 1:10 (v/v) respectivamente 

foi transferida para tubos de ensaio e adicionado 4,3 mL de etanol a 70% (v/v), 0,1 

mL de nitrato de alumínio a 10% (m/v) e 0,1 mL de acetato de potássio a 10% (m/v). 

Uma série controle foi realizada paralelamente, nesta foi adicionado etanol a 70% 
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(v/v) em substituição ao nitrato de alumínio. Após 40 minutos de repouso no escuro 

a temperatura ambiente, as leituras da absorbância foram feitas em 

espectrofotômetro SHIMADZU Modelo UV 1800, a 415 nm. Os tubos em branco 

foram conduzidos nas mesmas condições, sem a adição de nitrato de alumínio. A 

curva analítica foi construída contendo 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 µg/mL de 

quercetina e os resultados expressos em mg EQ/g de manjericão/manjerona. EQ: 

equivalente em quercetina. Essas análises foram realizadas em triplicata. 

 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DE 

SEQUESTRO DO RADICAL DPPH• 

 

 

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH• foi realizada de 

acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). O radical 

DPPH• (1,1-difenil-2-picrihidrazil) é um radical livre estável que aceita um elétron ou 

um radical hidrogênio para tornar-se uma molécula estável e desta forma, é reduzido 

na presença de um antioxidante. Para avaliação da atividade antioxidante os óleos 

essenciais e os extratos hidroalcóolicos foram reagidos com o radical estável DPPH• 

em uma solução de etanol. Na forma de radical, o DPPH• possui uma absorção 

característica a 517 nm, a qual desaparece após a redução pelo hidrogênio 

arrancado de um composto antioxidante. Os EEEA foram diluídos a concentrações 

finais de 0,32 mg/mL até 0,89 mg/mL, e os OEEA de 0,1 µL/mL até 4 µL/mL. 

A mistura de reação foi constituída da adição de 0,5 mL das amostras, 3 mL 

de etanol absoluto e 0,3 mL da solução do radical DPPH• 0,5 mM em etanol. Para 

cada amostra e substância de referência foi realizado em paralelo, um teste branco 

com adição de etanol em substituição a solução de DPPH• 0,5 mM, para descontar 

uma possível coloração que pudesse influenciar na interpretação dos resultados. 

Também foi feito um controle contendo 3,5 mL de etanol e 0,3 mL de DPPH• 0,5 

mM. As substâncias de referência – os antioxidantes sintéticos comerciais BHT, BHA 

e α-tocoferol – foram avaliados nas concentrações finais de 10 µg/mL até 125 

µg/mL. 
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Fez-se uma curva cinética da atividade antioxidante de cada amostra e das 

substâncias de referência, para determinar o tempo necessário para chegar à 

estabilização das absorbâncias. A redução do radical DPPH• foi medida por meio de 

um monitoramento contínuo do declínio da absorbância a 517 nm, a cada 20 

minutos até valores estáveis de absorção. 

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada após 80 

minutos de reação (fase estável) em relação ao controle conforme, através do EC50, 

ou seja, a concentração mínima necessária para o antioxidante reduzir em 50% o 

DPPH• inicial da reação. 

Os valores de EC50 foram calculados por regressão linear de gráficos onde o 

eixo das abscissas (X) representa as concentrações em mg/mL, µL/mL e µg/mL no 

caso dos EEEA, OEEA e substâncias de referência, respectivamente e o eixo das 

ordenadas (Y) a %AA conforme a Equação 1. Essas análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

%AA = 100 – {[(Absamostra – Absbranco) x 100] / Abscontrole} (Eq.1) 

 

 

4.8 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EEEA E OEEA PELO MÉTODO DE 

DIFUSÃO EM ÁGAR 

 

 

O método de difusão em ágar foi aplicado nos EEEA e OEEA, segundo 

Rabanal et al. (2002). Neste estudo, utilizaram-se quatro bactérias (Staphylococcus 

aureus ATCC 25.923, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae 

ATCC 13.883 e Bacillus cereus ATCC 11.778). Foram aplicados 10 µL dos EEEA 

puros, e em concentrações de 2.133,33 µg/mL a 66,67 µg/mL (diluição seriada de 

razão 2), em discos de papel de filtro Whatman nº 5 estéreis, dispostos nas placas 

de petri previamente inoculadas. Para os OEEA foram aplicados 10 µL destes puros. 

Após a incubação em estufa a 37°C por 24 horas, a atividade antibacteriana foi 

determinada através da medida do diâmetro da zona de inibição (mm) ao redor de 

cada disco. O solvente utilizado na extração, etanol 70% (v/v), foi usado como 
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controle negativo e a ampicilina 10µg foi usada como controle positivo. Os testes 

foram realizados em duplicata. 

 

 

4.9 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) EM MEIO 

LÍQUIDO 

 

 

A determinação da CIM foi realizada de acordo com a técnica descrita por 

Duarte (2006), e os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus ATCC 

25.923, Salmonella enteritidis ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883 e 

Bacillus cereus ATCC 11.778.  Os inóculos foram preparados a partir de colônias 

com 24 horas de incubação em meio BHI (Brain heart infusion) sendo 

ressuspendidos em tubos contendo soro fisiológico estéril e ajustados para o valor 

de absorbância de 0,135 a 660 nm em espectrofotômetro, o equivalente a 1-2x108 

UFC/mL na escala de Mc Farland. 

Um volume de 100 µL das suspensões bacterianas foi inoculado em 100 mL 

do meio BHI, de modo a obter uma concentração bacteriana em torno de 1-2x105 

UFC/mL, sendo a mistura homogeneizada através de um agitador magnético. Após 

a homogeneização, tubos contendo 4960 µL de caldo BHI, previamente inoculados 

foram adicionados de 40 µL dos extratos e óleos essenciais, com concentrações de 

2.133,33 µg/mL a 66,67 µg/mL e 40 µL/mL a 1,25 µL/mL (diluição seriada de razão 

2), respectivamente, e  incubados em estufa a 37ºC por 24h. O branco foi feito com 

caldo BHI antes de ser inoculado. Foi considerada CIM a menor concentração do 

extrato e óleo essencial em que não houve crescimento bacteriano visível, ou seja, 

uma leitura de absorbância menor que 0,05 a 660 nm. Todos os testes foram 

realizados em triplicata. 
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4.10 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 

 

 

A determinação da CBM foi realizada de acordo com a técnica descrita por 

Duarte et al. (2006), onde foram utilizados placas de Petri contendo meio de cultura 

ágar BHI (Brain heart infusion). 

Baseados nos resultados positivos obtidos no teste da CIM foram utilizados 

como inóculo as suspensões provenientes dos tubos que apresentaram resultado de 

leitura de absorbância, a 660 nm, inferior a 0,05. Uma alíquota de 50 µL das 

suspensões utilizadas no teste da CIM foi inoculada em placas de ágar BHI 

esterilizado a 37°C por 24 horas. A CBM foi considerada a menor concentração que 

causou 99,9% de morte celular, ou seja, sem crescimento bacteriano visível sobre o 

ágar. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 AMOSTRAS DE MANJERIÇÃO (Ocimum basilicum L.) E MANJERONA 

(Origanum majorana L.) 

 

 

A Figura 10 ilustra as ervas que foram coletadas na estufa da UTFPR – 

campus Pato Branco – PR, para as análises. Após a colheita, as plantas foram 

secas em estufa a 40°C (Figura 11) e moídas em moinho de facas Marconi modelo 

MA – 630 (Figura 12). A Figura 13 mostra o aspecto das ervas trituradas, utilizadas 

no preparo dos extratos e do óleo essencial utilizados nos ensaios. 

 

 

 
Figura 10 – Ervas aromáticas coletadas para as análises, (a) manjerona 
(Origanum majorana L.) e (b) manjericão (Ocimum basilicum L.). 

 

 

 
Figura 11 – Ervas aromáticas sendo secas em estufa, (a) manjerona (Origanum 
majorana L.) e (b) manjericão (Ocimum basilicum L.). 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Figura 12 – Moinho de 
facas utilizado para moer 
as ervas aromáticas. 

 

 
Figura 13 – Aspecto das 
ervas trituradas utilizadas 
nos ensaios, (a) manjerona 
e (b) manjericão. 

 

 

5.2 EXTRATOS ETANÓLICOS DAS ERVAS AROMÁTICAS (EEEA) 

 

 

As ervas desidratadas e moídas foram extraídas com etanol a 70% (v/v) em 

banho-maria a 70ºC, por 30 minutos (Figura 14) (CARPES, 2008). Os EEEA 

apresentaram uma coloração verde escuro bastante homogêneo (Figura 15). 

 

 

 
Figura 14 – Extração das 
ervas aromáticas em banho-
maria, (a) manjericão e (b) 
manjerona. 

 
Figura 15 – EEEA 
utilizados para as 
análises, (a) manjericão 
e (b) manjerona. 

 

(a) 

(b) 

  a b 
a b 
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5.3 ÓLEOS ESSENCIAIS DAS ERVAS AROMÁTICAS (OEEA) 

 

 

A hidrodestilação foi feita utilizando-se aparelho de Clevenger por três horas 

(Figura 16). A Figura 17 mostra o OEEA obtido, e que foi utilizado na realização das 

análises. 

 

 

 
Figura 16 – Hidrodestilação das ervas 
aromáticas. 

 
Figura 17 – OEEA utilizados 
nas análises, (a) manjericão e 
(b) manjerona. 

 

 

5.4 COMPOSTOS FENÓLICOS E FLAVONÓIDES TOTAIS DOS EEEA 

 

 

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fenólicos tem aumentado 

muito, devido principalmente à habilidade antioxidante destas substâncias em 

sequestrar radicais livres, os quais são prejudiciais a saúde humana (DORMAN et 

al., 2003). 

 As propriedades biológicas dos compostos fenólicos estão relacionadas 

com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Para 

se medir a capacidade antioxidante é necessária à extração de compostos fenólicos 

de efetiva atividade. Em geral, soluções de etanol ou metanol contendo um pouco de 

água são mais eficientes na extração de compostos fenólicos do que água, etanol ou 

metanol puros (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). 

A Tabela 1 apresenta os resultados dos teores de compostos fenólicos e 

flavonóides totais do manjerição (Ocimum basilicum L.) e manjerona (Origanum 

(a) (b) 
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majorana L.). O extrato de manjericão apresentou teores de compostos fenólicos e 

de flavonóides superiores aos valores apresentados pelo extrato de manjerona 

(Figura 18). 

 

 

Tabela 1 – Teor dos compostos fenólicos e flavonóides totais dos EEEA. 

Amostras 
Fenólicos Totais 

(mg EAG/g) 

Flavonóides Totais 

(mg EQ/g) 

Manjericão (Ocimum basilicum L.) 63,499 ± 0,021 14,879 ± 0,029 

Manjerona (Origanum majorana L.) 41,244 ± 0,027 7,363 ± 0,024 

 

 

 
Figura 18 – Compostos fenólicos e flavonóides totais dos EEEA. 

 

 

O teor de compostos fenólicos totais foi calculado através da equação da 

reta de uma curva padrão de ácido gálico (R2 = 0,9985) (Figura 19). O gradiente de 

coloração da curva padrão pode ser observado na Figura 20, que variou de azul 

intenso até um azul claro. 

 

 Manjericão (Ocimum basilicum L.)              Manjerona (Origanum majorana L.) 

mg (EAG/EQ)/g 
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Figura 19 – Curva padrão de ácido gálico. 

 

 

 
Figura 20 – Gradiente de coloração da 
curva padrão de ácido gálico. 

 

 

Ravelli (2011) encontrou 45,90 mg EAG/g na manjerona (Origanum 

majorana L.),  os quais foram extraídos dos extratos utilizando uma mistura 

etanol:água (80:20 v/v). Para a mesma esta mesma erva e com extratos preparados 

a partir de uma mistura metanol:água (62,5:37,5 v/v) Proestos et al. (2005) 

encontrou uma concentração de compostos fenólicos totais igual a 16,9 mg EAG/g. 

Shan et al. (2005) encontrou 36,4 mg EAG/g no manjericão (Ocimum basilicum L.) 

por meio de extratos preparados com uma mistura metanol:água (80:20 v/v), 

Genovese et al. (2011) por meio de extratos preparados a partir de uma mistura 

metanol:água (70:30 v/v) encontrou 52,5 mg EAG/g e Wongsa et AL. (2011) 

encontrou 38,48 mg EAG/g a partir de extratos aquosos. 

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavonóides em 

produtos naturais é a análise por cromatografia líquida de alta eficiência. Entretanto, 

 75 
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ppm    50 
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é conveniente a introdução de alternativas mais simples, baratas e procedimentos 

que permitem uma análise rápida. Uma das técnicas que se enquadram bem nesse 

contexto é a determinação de flavonóides totais por espectrometria na região do UV, 

usando nitrato de alumínio. O cátion alumínio forma complexos estáveis com os 

flavonóides em etanol, ocorrendo na análise espectrofotométrica um desvio para 

maiores comprimentos de onda e uma intensificação da absorção. Dessa maneira, é 

possível determinar a quantidade de flavonóides, evitando-se a interferência de 

outras substâncias fenólicas, principalmente os ácidos fenólicos, que 

invariavelmente acompanham os flavonóides nos tecidos vegetais. Na análise a 

leitura é feita em espectofotômetro a 415 nm, utilizando-se nitrato de alumínio em 

etanol. Nessas condições, o complexo flavonóide-Al absorve em comprimento de 

onda bem maior do que o flavonóide sem a presença do agente complexante. Os 

ácidos fenólicos, mesmo os que formam complexos com Al(NO3)3, absorvem em 

comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferências 

nas medidas de absorbância (MARCUCCI et al.,1998). A figura 21 representa a 

análise realizada por Marcucci et al. (2008) com cloreto de alumínio. 

 

 

 

 
Figura 21 – Formação do complexo Flavonóide-Al, em solução de cloreto de alumínio. 

 

 

O teor de flavonóides totais foi calculado através da equação da reta de uma 

curva padrão de quercetina (R2 = 0,9932) (Figura 22). O gradiente de coloração da 

curva padrão pode ser observado na Figura 23, o qual variou de verde intenso a 

amarelo claro. 

Al- 

Al2+ 

Al(Cl)3 
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 Figura 22 – Curva padrão de quercetina. 

 

 

 
Figura 23 – Gradiente de coloração da 
curva padrão de quercetina. 

 

 

Genovese et al., (2011) em seu estudo sobre a avaliação da capacidade 

antioxidante e do conteúdo de flavonóides para o desenvolvimento de alimentos 

funcionais encontrou 8,65 mg EQ/g no manjericão (Ocimum basilicum L.) por meio 

de extratos preparados com uma mistura metanol:água (70:30 v/v). 

O uso do nitrato de alumínio para a determinação da quantidade de 

flavonóides totais não é, no entanto, um procedimento isento de limitações. O 

método é preciso, isto é, ele é reproduzível, fornecendo desvios muito pequenos ou 

nulos entre um ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, ele pode ser 

pouco exato, ou seja, o valor que ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior) 

em relação à quantidade de flavonóides totais realmente presente na amostra 

analisada. O valor medido e o valor real são tanto mais próximos entre si quanto 

maior a proporção de flavonóis na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a 
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proporção de flavonas. Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda 

selecionado (415 nm) corresponde à banda de absorção do complexo quercetina-Al. 

A quercetina é um flavonol, certamente o mais comum dos flavonóides encontrado 

nas plantas. Os complexos dos outros flavonóis com alumínio absorvem bem 

próximo de 415 nm, mas os complexos derivados de flavonas absorvem em 

comprimentos de onda inferiores, o que causa uma subestimativa nas 

determinações de misturas muito ricas em flavonas (MARCUCCI et al.,1998). 

No entanto, essa limitação não reduz a validade do método, pois 

normalmente o que se faz é estabelecer limites inferiores e superiores, dentro dos 

quais os valores encontrados devem se situar nas condições prescritas pelo método. 

 

 

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EEEA E OEEA 

 

 

5.5.1 Cinética de reação do DPPH•: determinação do tempo de estabilização de 

reação 

 

 

O radical DPPH• tem sido muito usado para se avaliar a capacidade 

sequestrante de radicais livres em produtos naturais. A atividade antioxidante do 

radical livre estável DPPH• se baseia na transferência de elétrons de um composto 

antioxidante para essa espécie radicalar, que ao se reduzir perde sua coloração 

púrpura (LEJA et al., 2007). 

A evolução da reação cinética depende da natureza do antioxidante a ser 

testado. Podem ocorrer três tipos de comportamentos cinéticos entre as amostras: 

cinética rápida, quando reagem rapidamente com o DPPH•, atingindo o final da 

reação em menos de um minuto; cinética intermediária, quando o final da reação é 

atingido em até trinta minutos, e cinética lenta quando a reação demora mais de 

uma hora para terminar (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 

Desta forma, fez-se necessária a determinação da cinética dos EEEA e 

OEEA, pois há substâncias antioxidantes que reagem de forma diferenciada. Além 

disso, os EEEA e os OEEA possuem uma grande variedade de compostos com 
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potencial antioxidante e, desta forma, é imprescindível se avaliar o comportamento 

de cada amostra, frente ao radical DPPH•. 

A redução do radical do DPPH• foi medida por meio do monitoramento 

contínuo do declínio da absorbância a 517 nm, com simultânea mudança de 

coloração, de violeta para amarela, característico do radical reduzido (Figura 24). 

Concentrações crescentes dos EEEA, OEEA e substâncias padrões (BHT, BHA a  

α-tocoferol) foram submetidas à reação e as absorbâncias lidas a cada 20 minutos 

até valores estáveis de absorção. 

 

 

 
Figura 24 – Mudança de coloração da reação do radical DPPH com os 
compostos bioativos presente no óleo essencial de manjericão (Ocimum 
basilicum L.), (a) no tempo de 20 minutos e (b) após 80 minutos. 

 

 

As Figuras 25 e 26 ilustram a cinética dos EEEA, OEEA respectivamente, 

para determinação do tempo necessário de estabilização da reação com o DPPH•, 

sendo que este foi de 80 minutos para os óleos essenciais e extratos das ervas. 

Desta forma, as análises de atividade antioxidante de sequestro de radical livre 

DPPH• foram determinadas com 80 minutos de reação. 

(a) (b) 
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Figura 25 – Cinética de redução do DPPH (porcentagem de atividade antioxidante) dos 
EEEA, (a) manjericão (Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.). 

 

 

 

 
Figura 26 – Cinética de redução do DPPH (porcentagem de atividade antioxidante) dos 
OEEA, (a) manjericão (Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.). 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 
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A Figura 27 mostra a cinética de reação do DPPH com os antioxidantes 

sintéticos (BHA e BHT) e o antioxidante natural α-tocoferol, usados como padrão. Na 

figura 27(a) é possível verificar que o tempo de estabilização da reação com o α-

tocoferol foi de 40 min enquanto que os antioxidantes sintéticos BHT e BHA 

precisaram de 80 min para estabilizar a reação de sequestro do radical livre. Estes 

resultados vêm de encontro com os estudos feitos por BRAND-WILLIAMS et al. 

(1995) os quais, constataram que o BHT e BHA apresentam uma cinética lenta de 

reação com o DPPH, enquanto que a cinética de reação do α-tocoferol com o DPPH 

apresentam uma cinética intermediaria. 

 

 

 

 

 
Figura 27 – Cinética de redução do DPPH (porcentagem de atividade 
antioxidante) das substâncias de referência, (a) α-tocoferol, (b) BHA e (c) BHT. 

(b) 

(a) 

(c) 
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5.5.2 Atividade de seqüestro do radical livre DPPH• 

 

 

Após a avaliação da cinética da reação, a atividade antioxidante foi expressa 

em termos de EC50, ou seja, a concentração mínima necessária para o antioxidante 

reduzir em 50% o DPPH• inicial da reação no tempo em que o extrato atingiu a 

estabilidade, no caso 80 minutos para os extratos etanólicos (EEEA) e óleos 

essenciais (OEEA). Desta forma, quanto menor o valor do EC50, maior é a 

capacidade antioxidante das amostras analisadas. 

As Figuras 28, 29 e 30 apresentam o cálculo da meia vida (EC50), dos 

EEEA, OEEA e substâncias de referência (BHA, BHT e α-tocoferol) 

respectivamente. Os valores do EC50 foram determinados por meio da equação da 

reta de suas respectivas curvas que expressam a atividade antioxidante pela 

concentração, utilizando a fórmula de Mensor et al. (2001) (Eq.1). 

 

%AA = 100 – {[(Absamostra – Absbranco) x 100] / Abscontrole} (Eq.1) 

 

Os valores do EC50 dos EEEA, OEEA e substâncias de referência podem 

ser conferidos na Tabela 2 e Figura 31. Tanto nos EEEA, quanto nos OEEA, o 

manjericão (Ocimum basilicum L.) apresentaram os menores valores de EC50 e, 

consequentemente, maior atividade antioxidante em termos de seqüestro do radical 

livre DPPH•, corroborando com os resultados de compostos fenólicos e flavonóides 

totais, sendo que o manjericão (Ocimum basilicum L.) apresentou uma maior 

quantidade destes, que são responsáveis pela capacidade antioxidante. 
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Figura 28 – Cálculo do EC50 para os EEEA, (a) manjericão 
(Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.). 

 

 

 

 
Figura 29 – Cálculo do EC50 para os OEEA, (a) manjericão 
(Ocimum basilicum L.) e (b) manjerona (Origanum majorana L.). 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 



54 

 

 

 
Figura 30 – Cálculo do EC50 para as substâncias de referência, (a) α-tocoferol, (b) BHA e (c) BHT. 

 

 

Neste estudo, o valor de EC50 encontrado para o extrato etanólico de 

manjericão (Ocimum basilicum L.) foi de 363,992 µg/mL, sendo que para a mesma 

planta o valor encontrado por Mariutti et al. (2008), foi de 43 g de manjericão/Kg de 

DPPH. No caso da manjerona (Origanum majorana L.), o EC50 obtido foi de 472,557 

µg/mL, enquanto que Mariutti et al. (2008), obteve um EC50 de 17,84 g de 

manjerona/Kg de DPPH. 

Os valores de EC50 encontrados para as substâncias de referência (BHA, 

BHT, α-tocoferol) (Tabela 2 e Figura 31) foram menores de que para os EEEA de 

manjerona e manjericão, apresentando uma maior capacidade antioxidante, 

provavelmente devido ao fato de serem substâncias puras, as quais são 

reconhecidas como antioxidantes comerciais de relativa capacidade de seqüestro de 

radicais livres. O BHT apresentou a menor capacidade antioxidante entre os padrões 

analisados. Por outro lado, o padrão α-tocoferol apresentou a maior capacidade 

antioxidante (menor valor de EC50) entre os padrões e entre os extratos etanólicos 

das ervas aromáticas. No entanto, os óleos essenciais dessas ervas apresentaram 

capacidade antioxidante superiores aos padrões BHT, BHA e  α-tocoferol. O óleo 

(a) (b) 

(c) 
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essencial de manjericão e manjerona apresentaram EC50 no valor de 0,952 µL/mL e 

1,783 µL/mL, respectivamente. 

 

 

Tabela 2 – EC50 dos EEEA, OEEA e substâncias de referência (BHA, BHT, α-tocoferol). 

Amostras EC50 (µg/mL) 

BHT 114,665 ± 0,071 

BHA 72,250 ± 0,068 

α-tocoferol 61,220 ± 0,062 

EE – Manjerona 472,557 ± 0,078 

EE – Manjericão 363,992 ± 0,086 

OE – Manjerona 1,783* ± 0,061 

OE – Manjericão 0,952* ± 0,087 

*concentração em µL/mL. 

 

 

 
Figura 31 – Atividade antioxidante (EC50) dos EEEA, OEEA e 
substâncias de referência (BHT, BHA e α-tocoferol. 

 

 

A atividade de seqüestro do radical livre DPPH• foi também expressa em 

termos de porcentagem de atividade antioxidante (Tabela 3). Neste estudo, após 80 

minutos de reação, os EEEA foram avaliados na concentração de 0,89 mg/mL, os 

OEEA a 4 µL/mL, e as substâncias de referência (BHA, BHT e α-tocoferol) a 125 

µg/mL. A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi determinada segundo a 

fórmula de Mensor et al. (2001) (Eq.1). 

O extrato etanólico (70:30 v/v) de manjerona (Origanum majorana L.) 

apresentou uma porcentagem de atividade antioxidante de 86,90% em uma 
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concentração de 0,89 mg/mL após 80 minutos de reação, para a mesma planta o 

valor encontrado por Ravelli (2011) foi de 85,12%, sendo que os extratos etanólicos 

(80:20 v/v) foram analisados a uma concentração de 5 mg/mL após 45 minutos de 

reação. No caso do extrato etanólico de manjericão (Ocimum basilicum L.), que foi 

analisado nas mesmas condições que a manjerona, a porcentagem de atividade 

antioxidante foi de 88,74%, enquanto que Wongsa et al. (2011) encontrou para a 

mesma planta uma porcentagem de atividade antioxidante de 80,38%, utilizando 

para a análise extratos aquosos a uma concentração de 0,5 mg/mL e tempo de 

reação de 30 minutos. 

 

 

Tabela 3 – Porcentagem de atividade antioxidante das amostras analisadas pelo método do DPPH•. 

Amostras %AA 

BHT* 52,37 ± 0,24 

BHA* 73,69 ± 0,18 

α-tocoferol* 90,52 ± 0,17 

EE – Manjerona** 86,90 ± 0,21 

EE – Manjericão** 88,74 ± 0,36 

OE – Manjerona*** 81,15 ± 0,32 

OE – Manjericão*** 91,20 ± 0,26 

*Concentração = 125 µg/mL        **Concentração = 0,89 mg/mL      ***Concentração = 4 µL/mL 

 

 

5.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EEEA E OEEA 

 

 

O manjericão (Ocimum basilicum L.) e a manjerona (Origanum majorana L.) 

são alimentos que, além da qualidade nutricional, possuem compostos fenólicos 

com atividade antioxidante. Apesar disto, pouco se sabe sobre o seu potencial 

antimicrobiano. Desta forma, os EEEA foram submetidos à análise de atividade 

antibacteriana. 

Foram utilizados os métodos de difusão em ágar, concentração inibitória 

mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM), contra quatro bactérias 

patogênicas humanas Staphylococcus aureus ATCC 25.923, Salmonella enteritidis 

ATCC 13.076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13.883 e Bacillus cereus ATCC 11.778. 
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A Figura 32 ilustra as bactérias reativadas utilizadas nas análises, sendo que 

estas foram suspendidas em uma solução de soro fisiológico, homogeneizadas e 

ajustadas para o valor de absorbância de 0,135 a 660 nm em espectrofotômetro, o 

equivalente a 1-2x108 UFC na escala de Mc Farland (Figura 33). Estas soluções 

foram utilizadas para inocular meios BHI e ágar nutriente, de modo a obter uma 

concentração bacteriana de 1-2x105 UFC/mL, sendo as misturas homogeneizadas e 

utilizadas para as análises antibacterianas. 

 

 

 

 
Figura 32 - Bactérias reativadas utilizadas nas 
análises, (a) Staphylococcus aureus, (b) Bacillus 
cereus, (c) Salmonella enteritidis, (d) Klebsiella 
pneumoniae. 

 

 

 
Figura 33 - Solução de soro fisiológico com bactérias. 

(a) (b) 

(c) (d) 

L 
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A análise de atividade antimicrobiana por difusão em ágar trata-se de uma 

prova rápida de susceptibilidade a antimicrobianos, essencialmente qualitativa.  

A Figura 34 ilustra o teste de difusão em ágar para o manjericão com as 

bactérias Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus, e a Figura 35 para a 

manjerona, com as mesmas bactérias. Com o Bacillus cereus e a Klebsiella 

pneumoniae, não houve ação inibitória para os EEEA e OEEA das duas ervas 

analisadas. O teste demonstrou que o etanol utilizado nas extrações não apresentou 

nenhuma ação inibitória, enquanto que a ampicilina, utilizada como controle positivo, 

apresentou a mesma ação com todas as bactérias utilizadas para a análise, 

representada nas Figuras 34 e 35 pelas bactérias Salmonella enteritidis e 

Staphylococcus aureus, respectivamente.  

Os extratos etanólicos de manjericão e manjerona não apresentaram 

inibição contra as bactérias Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus e Klebsiella pneumoniae, porém os óleos essenciais das duas plantas em 

questão inibiram o crescimento das bactérias Salmonella enteritidis e 

Staphylococcus aureus (Figuras 34 e 35 e Tabela 4). 

 

 

   
Figura 34 - Teste de difusão em ágar com manjericão, (a) Salmonella 
enteritidis e (b) Staphylococcus aureus, onde 1, 2 e 3 são diluições do extrato, 
2.133,33 ug/mL, 1.066,67 ug/mL e 533,33 ug/mL, respectivamente. 

Etanol 70% Etanol 70% Ampicilina Ampicilina 

Extrato puro 
Extrato puro 

Óleo essencial 
puro 

Óleo essencial 
puro 

1 

2 3 

1 

2 

3 

(a) (b) 
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Figura 35 - Teste de difusão em ágar com manjerona, (a) Salmonella enteritidis e 
(b) Staphylococcus aureus, onde 1, 2 e 3 são diluições do extrato, 2.133,33 ug/mL, 
1.066,67 ug/mL e 533,33 ug/mL, respectivamente. 

 

 

Tabela 4 – Teste de Difusão em Ágar. 

 *Diâmetro do halo de inibição (cm) 

 

Staphylococcus 

aureus* 
Bacillus cereus* 

Salmonella 

enteritidis* 

Klebsiella 

pneumoniae* 

Ampicilina 3,2 3 2,6 3 

Etanol 70% (v/v) 0 0 0 0 

OE1 – puro 0,8 0 1 0 

EE1 – puro 0 0 0 0 

EE1 – 2.133,33 µg/mL 0 0 0 0 

EE1 – 1.066,67 µg/mL 0 0 0 0 

EE1 – 533,33 µg/mL 0 0 0 0 

OE2 – puro 1 0 1,2 0 

EE2 – puro 0 0 0 0 

EE2 – 2.133,33 µg/mL 0 0 0 0 

EE2 – 1.066,67 µg/mL 0 0 0 0 

EE2 – 533,33 µg/mL 0 0 0 0 
1 Manjericão   2 Manjerona 
 

 

Para a concentração inibitória mínina, os extratos etanólicos de manjerona e 

manjericão, nas concentrações utilizadas, não demonstraram inibição contra as 

Ampicilina Ampicilina Etanol 70% Etanol 70% 

Extrato puro 
Extrato puro 

Óleo essencial 
puro 

Óleo essencial 
puro 

1 

1 

2 
2 

3 3 

(a) (b) 
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bactérias deste estudo, havendo crescimento bacteriano em todos os casos. A 

Figura 36 representa a CIM do EE de manjericão contra Salmonella enteritidis, 

sendo que a mesma resposta foi observada para as outras bactérias utilizadas e 

para o EE de manjerona. 

 

 

 
Figura 36 - CIM dos extratos de manjericão com Salmonella 
enteritidis, (a) inicialmente e (b) após 24 horas. 

 

 

O óleo essencial de manjericão, nas concentrações utilizadas, não 

demonstrou inibição contra as bactérias deste estudo, havendo crescimento 

bacteriano em todos os casos. A Figura 37 representa a CIM do OE de manjericão 

contra Salmonella enteritidis, sendo que a mesma resposta foi observada para as 

outras bactérias utilizadas. Este mesmo resultado foi observado com os OE de 

manjerona para as bactérias Salmonella enteritidis, Bacillus cereus e Klebsiella 

pneumoniae. Entretanto o Staphylococcus aureus foi inibido pelo óleo essencial de 

manjerona nas concentrações de 40 µL/mL, 20 µL/mL e 10 µL/mL, ou seja, 

apresentaram absorbância inferior a 0,05 em 660 nm. Desta forma a CIM do óleo 

essencial de manjerona contra o Staphylococcus aureus é de 10 µL/mL. 

 

 

 
Figura 37 - CIM dos óleos essenciais de manjericão com 
Salmonella enteritidis, (a) inicialmente e (b) após 24 horas. 

(a) (b) 

(a) (b) 
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A concentração bactericida mínima (CBM) foi realizada somente com os 

casos positivos da CIM, ou seja, a análise foi realizada com o óleo essencial de 

manjerona para as concentrações de 40 µL/mL, 20 µL/mL e 10 µL/mL, sendo que o 

resultado foi negativo para todas as concentrações, ou seja, houve crescimento 

bacteriano vivível sobre o ágar após 24 horas (Figura 38). 

 

 

 
Figura 38 - CBM dos óleos essenciais de manjericão 
com Staphylococcus aureus, (a) inicialmente e (b) 
após 24 horas. 

 

 

Estes resultados foram contrários aos encontrados por Busata (2006), o qual 

analisou a atividade antibacteriana do óleo essencial de manjerona (Origanum 

majorana L.) por difusão em ágar com 20 bactérias. Neste estudo o Staphylococcus 

aureus (ATCC 6538) apresentou um halo de inibição de 2,6 cm, e dentre todas as 

bactérias analisadas, a única que não apresentou halo de inibição foi a 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Este mesmo autor realizou a CIM, sendo 

igual a 0,782 mg/mL contra o Staphylococcus aureus. Martins et al. (2010) analisou 

a atividade antimicrobiana do óleo essencial de manjericão (Ocimum basilicum L.) 

frente a sorogrupos de Escherichia coli, encontrando por meio de difusão em ágar 

uma média de halo de inibição igual a 1,14 cm. 

Haida et al. (2007) encontrou em seus estudos realizados com extratos 

etanólicos 80% (v/v) de oito ervas medicinais, dentre elas manjericão (Ocinum 

gratissinum L.) e manjerona (Origanum majorana L.), uma atividade antibacteriana 

contra Staphylococcus aureus que gerou um halo de inibição igual ou menor a 0,7 

cm para o extrato de manjerona, com concentração de 500 mg/mL, e nenhuma 

atividade para o extrato de manjericão. Conforme Nakamura et al. (1999), o óleo 

essencial de manjericão possui atividade antibacteriana contra o Staphylococcus 

(a) (a) 
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aureus, entretanto não houve inibição quando adicionado extrato etanólico. Ele 

também demonstrou que o óleo essencial desta planta possui atividade 

antibacteriana contra Escherichia coli, mas não contra Pseudomona aeruginosa. 

Os resultados obtidos neste estudo diferem dos encontrados na literatura, 

devido ao fato de estar se trabalhando com produtos naturais, cujos constituintes 

variam conforme as diferentes origens geográficas, condições climáticas, solo, 

época de plantio e até mesmo horário de colheita. 
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CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos mostram que as ervas analisadas apresentam um teor 

significativo de compostos fenólicos e flavonóides totais, sendo que o manjericão 

(Ocimum basilicum L.) apresentou um teor de compostos fenólicos e de flavonóides 

superiores à manjerona (Origanum majorana L.). 

Na análise da atividade antioxidante, a mesma tendência citada 

anteriormente se manteve, tanto para os extratos hidroalcóolicos, quanto para os 

óleos essenciais, ou seja, o manjericão (Ocimum basilicum L.) apresentou %AA = 

88,74% para o extrato e 91,20% para o óleo essencial, com EC50 de 363,992 µg/mL 

e 0,952 µL/mL, respectivamente. No entanto, o extrato etanólico de manjerona 

(Origanum majorana L.) apresentou uma %AA = 86,90% e seu óleo essencial %AA 

= 81,15%, com EC50 de 472,557 µg/mL e 1,783 µL/mL, respectivamente. 

No método de difusão em ágar e CIM, nenhum dos extratos analisados 

apresentaram inibição contra os quatro microrganismos testados. O óleo essencial 

puro de manjericão no método de difusão em ágar apresentou um halo de inibição 

contra dois dos microrganismos testados (Salmonella enteritidis e Staphylococcus 

aureus), porém na análise da CIM nas concentrações analisadas não houve inibição 

contra nenhum dos microrganismos testados. O óleo essencial puro de manjerona 

também apresentou um halo de inibição contra os mesmos microrganismos que o 

manjericão. No entanto na análise da CIM este apresentou um resultado positivo 

para três concentrações, sendo a menor delas 10 µL/mL, e CBM negativa para os 

três casos. Com base nestes resultados, como trabalho futuro, testaremos outras 

concentrações de extratos de manjericão para encontramos a sua concentração 

inibitória mínima. 
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