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RESUMO

O alecrim é uma planta de origem Mediterranea, da familia Lamiaceae, amplamente
utilizada para fins alimenticios e medicinais. Seus chéas s&o indicados segundo o
conhecimento etnofarmacolégico para o tratamento de diversos males, apresentando
acao cicatrizante, antioxidante e antimicrobiana. O processo extrativo e as
carateristicas da planta utilizada, como ambiente de cultivo e partes coletadas podem
interferir na composicao final do extrato e na atividade bioldgica. Neste contexto, foram
preparados chés das partes aéreas do alecrim, nos quais foram avaliadas a presenca
de metabdlitos secundarios, potenciais antioxidante e fotoprotetor. Os chés
apresentam alcaloides, taninos, flavonoides e saponinas em sua composi¢cdo. O
processo extrativo de decoccao apresentou teores superiores de compostos fendlicos,
e de acido rosmarinico e consequentemente uma acdo antioxidante superior.
Entretanto, em termos do potencial potoprotetor, a infusdo e decocg¢édo apresentaram
FPS muito semelhantes, 18,64 + 1,55%e 17,62 + 0,922 respectivamente.

Palavras-chave: Alecrim. Infusdo. Decoc¢édo. DPPH.

ABSTRACT

Rosemary is a plant of Mediterranean origin, from the Lamiaceae family, widely used for
food and medicinal purposes. Its teas are indicated according to ethnopharmacological
knowledge for the treatment of several males, presenting healing, antioxidant and
antimicrobial action. The extractive process and the characteristics of the plant used,
such as the cultivation environment and collected parts, can interfere in the final
composition of the extract and in the biological activity. In this context, teas of the aerial
parts of rosemary were prepared, from which the presence of some secondary
metabolites, antioxidant and photoprotective potentials were evaluated. Teas have
alkaloids, tannins, flavonoids and saponins in their composition. The extractive decoction
process showed higher levels of phenolic compounds and rosmarinic acid and
consequently a higher antioxidant action. However, in terms of potoprotective potential,
the infusion and decoction showed very similar SPF, 18.64 + 1.55a and 17.62 + 0.92a
respectively.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é considerado um dos métodos mais antigos de
tratamento medicinal humano (HARAGUCHI et al.,, 2020). Entretanto, os principios
terapéuticos de origem vegetal devem ser orientados pelo conhecimento etnofarmacolégico
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Neste cenario, as plantas consideradas de uso consagrado e de aplicacdo culinaria
tem demostrado potencial terapéutico no tratamento de doencas devido a presenca de
metabdlitos secundéarios oriundos de processos adaptativos, com propriedades
farmacoldgicas de diversas aplicacbes (MULAT et al., 2020).

Dentre a vegetacao de interesse fitoterapico, tem-se o Rosmarinus officinalis L. que
€ uma planta popularmente conhecida no Brasil como alecrim, de origem Mediterranea, da
ordem das Solanales (Tubiflorae) e da familia denominada de Lamiaceae (MARCHIORI,
2004) que se destaca por inumeras acoes terapéuticas sugeridas, fortemente vinculadas
aos compostos fendlicos e flavonoides como a propriedade antioxidante atividade
antibacteriana e fotoprotetora (CUNHA, 2016).

O alecrim é amplamente utilizado pela populacao, fresco ou desidratado e possui
um excelente potencial de mercado, pois além de seus beneficios bioldgicos, apresenta
sabor e aroma agradavel, além de baixa toxicidade e excelente custo beneficio que
facilita sua aplicacéo tanto em produtos alimentares quanto cosméticos (AMARAL et al.,
2021).

Uma das mais convencionais formas de uso do alecrim para fins medicinais é como
cha que pode ser consumido em forma de decocc¢éo e infusdo, sendo que essa forma de
preparo pode afetar os compostos passiveis de extracdo (de CASTRO et al., 2022).

Conceigédo et al. (2011) atestaram em seu levantamento relativo ao uso
etnofarmacoldgico de plantas cultivadas no Cerrado, que o alecrim é uma planta
amplamente utilizada em preparo de chéas e garrafadas por ser utilizada para o tratamento
hemorroidas e sinusites, como cicatrizante, antimicrobiano, diurético e na conservagao
de alimentos segundo a populacéo local.

Dentro deste contexto, objetivou-se comparar os teores de metabdlitos secundarios
e 0s potenciais antioxidante e fotoprotetor da infuséo e decoccéo das partes aéreas de

alecrim.
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2. MATERIAIS E METODOS

EQUIPAMENTO E REAGENTES

Espectrofotometro UV/Vis (GTA 97, Global Trade Technology, Brasil), cartucho
Strata C18-E com particulas de 55 pm (Phenomenex, USA), cromatdgrafo liquido (Ultra-
High-Performance Liquid Chromatography — UHPLC) com detector de arranjo de diodo
(Diode Array Detector — DAD) (Shimadzu, Japao), coluna XR-ODS (2 mm x 75 mm) com
particulas de 2.2 um (Shimadzu, Jap&o).

Acido rosmarinico, reagente de Folin-Dennis, reagente de Folin-Ciocalteau, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazril foram adquiridos da Sigma-Aldrick, USA. Etanol, metanol, acido
cloridrico, cloroférmio, acido acético foram adquiridos da Dinamica, Brasil. Cloreto de ferro,
carbonato de sodio, reagente de dragendorff, acetato de chumbo Il adquiridos da Neon,
Brasil.

COLETA DO MATERIAL VEGETAL
As partes aéreas do alecrim (R. officinalis) utilizadas para a realizacdo deste estudo
foram adquiridas no viveiro Gram Dourados, localizado no municipio de Dourados-MS. A
escolha do material vegetal foi realizada por amostragem casual. O material vegetal foi
utilizado estava fresco e foi recém coletado para o preparo dos chas, em simulacdo ao uso

convencional.

PREPARO DA INFUSAO E DECOCCAO

Os extratos aquosos foram obtidos por meio de duas técnicas distintas, ambas
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009). A primeira € a infuséo,
preparada empregando 20 g de alecrim para cada 80 mL de agua destilada submetida a
fervura, com o tamponamento por um periodo de 30 minutos em frascos ambares. Ja a
segunda foi a decocg¢éo, onde se adicionou 20 g de alecrim em 80 mL de agua destilada,
em ebulicdo pelo periodo de 2 minutos.

Apos o periodo de extracao estipulada para cada processo, aguardou-se o tempo de
estabilizacdo dos chas a temperatura ambiente (21 + 1°C) e entéo foi realizada a filtragem

com algodao em funil. Todas as analises foram realizadas diretamente no extrato aquoso
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apos filtragem. Todas as andlises de composi¢cao quimica e dos potenciais antioxidante e

fotoprotetor foram realizadas em triplicata.

TRIAGEM FITOQUIMICA

As andlises da triagem fitoquimica foram realizadas de acordo com padréo adaptado
da Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009), para pesquisa de alcaloides, 5 mL de
cada extrato aquoso foram adicionadas junto a 50 mL &cido cloridrico diluido,
posteriormente o pH foi alcalinizado com aménia diluida, seu filtrado foi separado e
adicionado 25 mL de cloroférmio sob agitacéo, separando a fragdo que contém o alcaloide
e nesta foi adicionada 10 mL de &cido cloridrico mais 3 gotas do Reagente de Dragendorff,
o resultado positivo se dara pelo aparecimento da turvacao ou precipitacao.

Para a pesquisa da presenca de taninos os extratos foram colocados em 3 tubos
para identificacdo, no primeiro, a solucdo preparada foi adicionada a gotas de acido
cloridrico e solucédo de gelatina a 2,5% (m:v), no segundo acrescentados de 10 mL de agua
e gotas de solucéo de cloreto de ferro a 1% em metanol (m:v), no tubo 3 da solucéo, foram
acrescidas de 10 mL de &cido acético a 10% (v:v) e de 5 mL de acetato de chumbo Il a 10%
(m:v) para classificacdo de taninos.

Na andlise de presenca de flavonoides, 2 mL de cada extrato, separadamente, foi
levado para banho maria (45 °C) até secura, realizando a lavagem residual com 0,2 mL de
cloroférmio para eliminagéo da clorofila, entéo o residuo obtido foi dissolvido 1 mL de etanol
70%, posteriormente foi adicionado de 50 g de magnésio metalico em p6 e 0,3 ml de &cido
cloridrico concentrado, sendo o aparecimento de uma coloracdo avermelhada um indicativo
da presenca do metabdlito.

Por fim, para se atestar a presenca de saponinas, aplicou-se a técnica que consiste
em agitar os extratos por 15 segundos e observar a formacédo de espuma persistente

indicando a presenca do componente.

VARREDURA NA REGIAO DO UV/Vis
Foi realizada uma varredura entre os comprimentos de onda de 200 a 800 nm com 1

nm de resolucdo em um espectrofotdbmetro.
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POTENCIAL FOTOPROTETOR
O FPS (fator de protecéo solar) foi estimado por meio da equacéo 1 que foi proposta
por Mansur et al. (1986). Onde CF é fator de correcéo, EE\ € o efeito eritematogénico da
radiacdo, Ix» é a intensidade da luz solar e Absa é a leitura de absorbancia realizada. A
correlacdo entre EE\ e I\ j4 esta estipulado na literatura (SAYRE et al., 1979). Foi utilizado

os dados de absorc¢éo obtidos através da varredura UV/Vis, utilizando CF de 10.

SPF = CF x ¥320FE, x I, X Abs; 1)

Foi realizado a integracdo da area de absor¢cdo das amostras na regido UV (de
CASTRO et al., 2023), através das equagdes 2, 3, 4 e 5.

290nm

— f200 nm AAxdAd
UV Gy, = P2 X 100 @)
_ DroonmAAxda
UV By, = i X 100 3)
340nm 2 2
UVALL, = lzonm AXA 444 (4)
La0onm AAxdA
400 nm 1 21
UVALy, = Lsomm 42404 (5)
f200nm AAXdA

TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
Para cada andlise foi adicionado 0,1 ml de amostra, 1 mL de agua destilada, e 0,5 mL
de reagente de Folin-Ciocalteau (1:10 v:v) e aguardando por 1 min. Sequencialmente, foi
adicionado 1,5 mL de carbonato de sédio 20% (m:v) e aguardou-se reacao por 2h em local
escuro (DJERIDANE et al.,, 2006). Foi realizado leitura em um espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 760 nm, utilizando uma curva padrdo de acido galico para
guantificacdo. Os resultados foram expressos em pg de acido galico equivalente (AGE) por

mL de amostra.

TEOR DE TANINOS
Adicionou-se 0,5 mL de amostra em 0,5 mL de reagente de Folin-Denis (1:9 viv) e
aguardou-se 3 minutos, posteriormente adicionando 0,5 mL de carbonato de sédio 8% (m:v)
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e aguardando reacéo por 2h e realizando a leitura de absorbancia em um espectrofotémetro
no comprimento de onda de 725 nm (PANSERA et al., 2003). A quantificacdo ocorreu por
meio de uma curva padréo de acido tanico. Os resultados foram expressos em pg de acido

tanico equivalente (ATE) por mL de amostra.

QUANTIFICACAO DE ACIDO ROSMARICO

As amostras foram filtradas com filtro seringa de 0,45 pum e posteriormente
concentradas utilizado extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction - SPE) por meio de
um cartucho ativado sequencialmente com metanol e agua ultrapura. Foi realizada a pré-
concentracdo de 5 mL de amostra, eluindo os compostos retidos no cartucho com 1 mL de
metanol.

A andlise de cromatografia foi realizada em um UHPLC-DAD monitorando entre 200
e 600 nm com 1,2 nm de resolucdo. A temperatura do forno da coluna foi 35 °C. O volume
injetado em cada andlise foi de 1 pL de amostra e o fluxo de 0,35 mL mint. A fase mével
foi em sistema binario com &cido férmico 0,1% (v/v) como fase A e acetonitrila como fase
B. A andlise iniciou com 5% de B, indo até 12% de B em 3 min, 13% de B em 7 min, 35%
de B em 7,5 min, 20 % de B em 8,25 min, 10% de B em 9 min e retornando para 5% de B
em 9,5 min, mantendo esta proporcéo até 12 min para estabilizacdo do sistema.

A identificacdo do acido rosmarinico foi realizada por comparacao entre o tempo de
retencdo e do espectro de absorgcéo molecular com o padrédo do composto. A quantificacao
foi realizada com curva padrdo com padrdo de acido rosmarinico (1 a 80 ng mL1) no
comprimento de onda de 200 nm com R? de 0,9766 no tempo de retencdo de 7,59 + 0,06

min.

POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Foram adicionados 3 mL do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) 0,004% em
metanol (m/v) em 100 pL de cada amostra, aguardando reagéo por 30 minutos sob abrigo
de luz. A absorbancia das amostras apoés a reacéo foi lida utilizando um espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 517 nm (KUMARAN; JOEL KARUNAKARAN, 2006).

Foram preparadas solu¢cbes com diluigbes de 0,781, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100%
das amostras (v/v) em agua destilada. Foi realizada regresséo linear para determinar a
concentracao inibitoria média (Clso) das amostras frente ao DPPH, considerando o fator de

diluicdo do teste de 31 vezes.
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ANALISE ESTATISTICA
As analises foram realizadas na plataforma R (R Core Team, 2021). Foi analisada a
normalidade dos resultados por meio do teste de Shapiro-Wilk e foi verificada a
homogeneidade de variancias. Posteriormente, foi realizado o teste t para analisar se havia

diferenca significativa entre as amostras, considerando significancia de 5%.

3. RESULTADOS

As analises fitoquimicas qualitativas realizadas, demonstraram a presenca de
alcaloides, taninos, flavonoides e saponinas nos dois extratos analisados. Os extratos
aquosos também apresentaram perfil de absorcéo na regido do UV/Vis muito semelhante,
porém foi possivel constatar que o extrato obtido por infusdo apresentou maior intensidade

de absorbancia em véarios comprimentos de onda (Figura 1).

— Infuséo
—— Decocgao

Absorbéancia (u. a.)

T T T T T
200 300 400 500 600 700 80
Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro de absorbancia na regido do UV/Vis dos chas de alecrim

Apesar das diferencas de intensidade, os dois extratos aquosos apresentaram a

mesma distribuicdo da absorcao na regido do UV (Figura 2).

(K510
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Infuséo Decoccéo

Figura 2. Porcentagem absorc¢éo da radiacdo UV dos chas de alecrim

A decocgéo apresentou um teor maior de compostos fendlicos e taninos em relacéo a
infusdo, enquanto ndo ha diferenca significativa para o FPS (p < 0,05) pelo teste t (Tabela
1). Em relacdo ao potencial antioxidante, a infusdo apresentou concentracao inibitéria

meédia superior a decocg¢ao e consequentemente menor atividade antioxidante.

Tabela 1. Teores de metabdlitos secundarios e potencial antioxidante dos chéas de

alecrim

Infuséo Decocgéo
(Média = DP) (Média £ DP)

Analise

Compostos fendlicos (ug AGE mL?t) 264,13 +2.55° 332,80 + 14,982

Taninos (ug ATE mL™?) 59,74 £ 3,442 60,29 £+ 3.832
Clso (% v:v) 1,08 + 0,07 0,45 £ 0,022
FPS 18,64 + 1,552 17,62 + 0,922

DP = Desvio padrdo; AGE = Acido gélico equivalente; RE = Rutina equivalente; ATE = Acido tanico
equivalente; Clso = Concentracéo inibitoria média, expressa em percentual de diluicdo. Letras diferentes
indicam uma diferenca significativa (p < 0,05) no teste t bilateral na linha.

A infusdo apresentou 18,00 + 0,17 ug mL* de acido rosmarinico, enquanto que a

decoccéo apresentou 127,75 + 0,73 ug mL* de acido rosmarinico (Figura 3).
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Figura 3. Cromatogramas do padréo de acido rosmarinico (A) e das amostras de infusdo
(B) e decoccéao (C) de alecrim (A = 330 nm)

4. DISCUSSAO

A andlise qualitativa demonstrou a presenca de todos os metabolitos analisados na
infusdo e na decoccdo. Segundo Cunha et al. (2016), os metabdlitos secundarios sao
substancias bioativas inerentes a processos de adaptacao e defesa a situacdes de estresse
abiético. Podendo exercer inUmeras atividades de interesse terapéutico quando presentes
em determinados extratos (MARCHIORI, 2004, RODRIGUES, 2018, NIETO, 2018).

Peres et al. (2021) realizaram analise fitoquimica do extrato etandlico das folhas de
alecrim obtendo resultado positivo para alcaloides e taninos, porém nao foi observado a
presenca de saponinas e flavonoides. Ja o estudo de Gongalves et al. (2015) analisou os
extratos etandlicos e aquosos das folhas de alecrim identificando a presenga de compostos
fendlicos, saponinas e taninos em ambos extratos. Mutalib (2015) analisou a infusé@o e
decoccao das folhas secas de alecrim, detectando a presenca de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos nos dois preparos, porém com auséncia de alcaloides e saponinas.
As diferencgas observadas com a literatura demonstram como a forma de preparo do extrato

afeta as classes de compostos extraidas.
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A absorcado da regidao do UV consiste na quantidade de energia luminosa absorvida
por uma determinada espécie quimica (VALIM, 2020). No estudo os dois extratos
apresentaram comportamento similar de absorbéancia na regido do UV/Vis. O extrato
isooctanico de alecrim obtido por Oliveira (2021) apresentou picos em torno de 285, 400
nm. Segundo Njokua et al., (2013) e Patle et al., 2020, € uma indicagcdo da presenca de
grupos insaturados e anéis aromaticos caracteristicos de compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos apresentaram teor significativamente superior no extrato
obtido por decocgéo. Os valores obtidos nesse estudo sdo superiores aos descritos por
Gongalves et al. (2015) que analisaram o teor de compostos fendlicos do extrato etandlico
e aguoso das folhas de alecrim, obtendo os respectivos teores de 29 e 24 ug AGE mL™2.
Entretanto, inferiores ao teor de 4,55 mg AGE mL™! ao utilizar hidrodifusdo de micro-ondas
e gravidade (Ferreira et al., 2020).

O estudo de Zairi et al. (2018) n&o observou diferenca significativa entre os teores de

compostos fendlicos da infusédo e decocc¢éo das folhas secas de alecrim. Esta variabilidade
de resultados pode estar associada a forma de preparo dos extratos, uma vez que 0
presente estudo optou pelo uso de material fresco, que segundo o Ministério da Saude
(2012) consiste em uma das formas mais comumente utilizadas pela populacéo.
Na anadlise de taninos, tanto infusdo quanto decocc¢édo apresentaram teores semelhantes.
Esse metabolito mesmo apresentando significativa importancia biolégica/farmacolégica
(CASTEJON, 2011) é apresentado em outros estudos, como os realizados por Dolzan
(2019) e Silva e Junior (2020) apenas qualitativamente, demonstrando presenca dessa
classe no extrato alcodlico do alecrim.

A andlise FPS, consiste em uma das principais formas utilizadas para avaliar a eficacia
fotoprotetora de uma substéncia segundo definicdo de Schalka (2011). Em termos de
aplicabilidade em formas farmacéuticas, Santos e Rosa (2020) em seu estudo de
incorporacao de extrato hidroalcodlico de alecrim em bases de gel de Natrosol constataram
estabilidade na formulacéo até a concentracéo de 10% do extrato, na qual valor maximo de
FPS obtido foi de 3,29. Takayama et al. (2022) também estudaram o potencial do extrato
hidroetandlico de alecrim, incorporando em emugel e obtendo FPS de 7,56.

Neste contexto, a infusdo e decocgcao apresentaram potencial para formulacdes
cosmeéticas, tendo em vista que a classificacdo da ANVISA (2012) enquadra os FPS obtidos
como de média protecao solar por apresentar valores entre 15-29, sendo indicado para

peles moderadamente sensivel a queimadura solar.
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O acido rosmarinico é um dos principais metabdlitos da familia Lamiaceae, estando
associado a diversas atividades biologicas descritas para o alecrim, conforme descreve a
revisdo de Flores-Villa et al. (2020). Nesse estudo, tanto a infusdo quanto a decoccéo,
apresentaram em sua composi¢ao o acido rosmarinico. O acido rosmarinico um derivado
do acido cafeico, que é um dos responsaveis por atividades biolégicas importantes da
planta, como a atividade antioxidante, pelo sequestro de peroxinitrito e peroxido de
hidrogénio (PHD, 2015).

Em parametros quantitativos, a decocg¢ao foi o extrato que obteve maior concentragao
de acido rosmarinico. Outros autores estudaram a comparacao do teor de acido rosmarico
entre infusdo e decoccao de diferentes plantas (Martins et al., 2014; Martins et al., 2015;
Martins et al., 2014; Asghari et al., 2019). A infuséo foi superior para a Echium amoenum
Fisch. & C.A.Mey. (Boraginaceae) (Asghari et al., 2019) e Origanum vulgare L. (Lamiaceae)
(Martins et al., 2014). A decoccéo foi superior para Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) (Martins
et al., 2015) e para Mentha longifolia subsp. typhoides (Lamiaceae) (Ozer, 2018).

O &cido rosmarinico possui uma ligacao éster fragil que liga duas metades fendlicas
gue favorece a interacdo com lignina, um polimero natural presente nas partes mais rigidas
das plantas, partes estas que necessitam de maior temperatura para que a extracdo ocorra
(BEVILAQUA, 2017).

Um valor superior de Clso indica a necessidade de maior quantidade de cha para inibir
50% dos radicais livres e consequentemente uma atividade antioxidante inferior. A
decoccdo demonstrou uma atividade superior a infusdo, simultaneamente a decoccao
também apresentou valor mais elevado de teor de compostos fendlicos na analise por
espectrofotometria. Segundo Andrade et al. (2007), a propriedade de oxirreducdo de
alguns de seus metabdlitos que permite o comportamento de agente redutor ao doar
hidrogénio, sendo esse perfil parcialmente atribuido pela presenca de grupos hidroxilas

presentes em compostos fendlicos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A infusdo e decoccgéo apresentam alcaloides, taninos, flavonoides e saponinas. O
processo extrativo de decoc¢ao apresentou teores superiores de compostos fendlicos, e de

acido rosmarinico e consequentemente uma acéo antioxidante superior. Ambos os extratos
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apresentam potencial fotoprotetor similares, por possuirem absorcéo da radiacdo UV e FPS
semelhantes.

Os resultados desse estudo reafirmam a relagdo dos processos extrativos na
composicdo do cha obtido e consequentemente a influéncia exercida sobre as atividades
biologicas, demonstrando que algumas propriedades estéo relacionadas diretamente com
uma classe especifica de compostos, enquanto outras sao oriundas do sinergismo dos

metabolitos.
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