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RESUMO: Os organismos vivos estdo constantemente sujeitos a acdo oxidativa do
oxigénio, sendo que diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias
antioxidantes na dieta diaria pode produzir uma acdo protetora efetiva contra estes
processos oxidativos que ocorrem no organismo. Foi descoberto que uma série de
doencas entre as quais cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, doencas do
coracao, podem estar ligadas aos danos causados por formas de oxigénio extremamente
reativas denominadas de “Radicais Livres de Oxigénio” ou RLO. Estdo ligadas também
com processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo. Os produtos alimenticios
também se mostram suscetiveis a estes processos oxidativos, resultando em substéncias
finais prejudiciais ou com caracteristicas sensoriais indesejaveis, reduzindo com isso o
prazo de validade dos produtos. A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar

antioxidantes naturais para o emprego em produtos alimenticios ou para uso
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farmacéutico, tem aumentado consideravelmente, com o intuito de substituir
antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu potencial de
toxicidade. O presente trabalho se propde a estudar a atividade antioxidante do extrato
etandlico das folhas do Rosmarinus officinalis, pelo método em que consiste em avaliar a
atividade seqliestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe, de
coloracdo purpura. Ela, entre outras atividades farmacolégicas, € utilizada no combate ao
catarro e a tosse. Na avaliacao preliminar qualitativa obteve-se mancha amarelada no
Rfs do extrato etandlico vegetal indicando que é viavel para o teste de avaliacdo
guantitativa da AAO%, que mostrou que todas as concentracdes tém atividade
seqliestradora do radical DPPH.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante. Planta medicinal. Radicais livres.

ABSTRACT: Living organisms are constantly subject to oxidative action of oxygen, and
that several studies have shown that consumption of antioxidant substances in the daily
diet, may produce a protective effective action against such oxidative processes that
occur in the body. It was discovered that a number of diseases including cancer,
arteriosclerosis, diabetes, arthritis, malaria, heart disease, could be linked to damage
caused by highly reactive forms of oxygen called "Free Radicals of Oxygen" or RLO. They
are also linked with processes responsible for aging of the body. The food also show
oxidative susceptible to these processes, resulting in harmful substances or end with
sensory characteristics undesirable, reducing it to the shelf life of products. Since the
early 80's, the interest in finding natural antioxidants for employment in food or for
pharmaceutical use, has increased considerably, with the aim of replacing synthetic
antioxidants, which have been restricted because of its potential for toxicity. This study
aims to study the antioxidant activity of ethanol extract of the leaves of Rosmarinus
Officinalis, where the method is to assess the activity of kidnapper free radical 2,2-
diphenyl-1-picryl-hidrazila - DPPH e, color purple . She, among other pharmacological
activities, is used to combat cough and phlegm. In the preliminary assessment
qualitative returned to yellow spot in the Rfs extract ethanol plant indicating that it is
feasible for the test of quantitative evaluation of the AAO%, which showed that all
mergers are kidnapper activity of the radical DPPH.

KEY WORDS: Antioxidant activity. Medicinal plant. Free radical.

INTRODUGCAO
Os radicais livres de oxigénio (RLO) metabdlicos oxidativos e, muitas vezes,
sao produzidos naturalmente em nosso sdo de extrema utilidade, como nas

organismo através de processos situacdbes em que ha necessidade de
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ativagdo do sistema imunoldgico (como
exemplo, o0s macréfagos utilizam o
peroxido de hidrogénio para destruir
bactérias e outros elementos estranhos);
na desintoxicacgdo de drogas; e na
producao do fator relaxante derivado do
endotélio, o 6xido nitrico, extremamente
importante nos processos que
desencadeiam o relaxamento dos vasos

sanguineos (SHENEIDER, 2004).

Para evitar os danos causados
pelos radicais livres, 0 organismo
desenvolveu varios mecanismos de
defesa, isto é, potenciais de
neutralizacdo das acdes dos radicais
livres, chamados de antioxidantes. Esses
antioxidantes estdo em permanente
atividade no organismo em quantidades
suficiente para neutralizar os efeitos dos
radicais livres normalmente produzidos

(BELLO et al., 2002).

Os antioxidantes podem ser
definidos como substéncias que sofrem
oxidacdo em detrimento de outra que
seria importante que permanecesse no
estado de oxidagdo natural, e isso se da
pelos mais diferentes mecanismos. Essas
substancias sdo capazes de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que
ataguem os alvos biolégicos nas células
(BARREIROS et al, 2003).

Os sistemas antioxidantes podem
ter origem enddégena (por ex.,
superoxido dismutase), ou serem

provenientes da dieta alimentar e outras

fontes. Destas Ultimas destacam-se
tocoferdis (vitamina E), acido ascérbico
(vitamina C), polifendis, selénio e
carotendides (HASLAM, 1996; OMONI;
ALUKO, 2004; GIL et al. 2005). Como ja
foi dito, quando ha limitacdo na
disponibilidade de antioxidantes podem
ocorrer lesOes oxidativas de carater
cumulativo.

A busca por substancias
antioxidantes naturais vem aumentando
nos ultimos anos, por isso que cada vez
mais os grandes centros de pesquisa e
indUstrias farmacéuticas tém investido
neste tipo de pesquisa (GORDON, 1996).
Varios métodos sdo utilizados para
determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas; um dos
mais usados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe, de
coloragdo purpura que absorve a 518

nm.

Espécies vegetais sdo fontes
importantes de produtos naturais,
muitos dos quais se constituem em
modelos para desenvolvimento de um
grande numero de medicamentos
(LUCIO; GIL, 2007).

Algumas plantas medicinais
popularmente utilizadas em
determinadas regides do Brasil e do
mundo para o tratamento de varios
desconfortos e enfermidades, como

inflamacdes podem ter seu uso
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parcialmente justificado pela capacidade
de neutralizar radicais livres, ou seja,
exibirem uma composicdo quimica rica
em antioxidantes (MORAIS; et al. 2006).

A Rosmarinus officinalis L &
conhecida popularmente como alecrim, e
utilizada no combate ao catarro e a
tosse. E, tendo como modo de uso: Cha
e lambedor da folha. Além de ser
utilizado na culinaria, o alecrim esta
associado a varias propriedades
medicinais sendo usada como:
estimulante digestivo, antiespasmaddica,
estomacal, vasodilatora, anti-séptica. As
acoes antibacteriana e espasmoliticas
sdo atribuidas ao seu oleo essencial

(MORGAN, 1982).

A descorbeta recente da atividade
antioxidante do acido rosmarinico
despertaram interesse consideravel no
potencial preventivo contra choque por

endotoxina e sindrome de dificuldade

MATERIAL E METODO

A pesquisa foi desenvolvida no
laboratorio de pesquisa do FCBS na
Fundagao Educacional Jayme de Altavila
- FEJAL / Centro de Estudos Superiores
de Maceié - CESMAC.

A amostra em estudo é o material
vegetal Rosmarinus officinalis L (folhas)
que foi adquirida no mercado municipal
do municipio de Arapiraca-AL (SANTOS;

respiratéria  do  adulto  (NEWALL;
ANDERSON; PHILLPSON, 2002).

O Rosmarinus officinalis L foi
utilizado por farmacéuticos desde a
antiguidade. Os gregos e 0s romanos
tinham o alecrim com grande estima.
Esta planta nao faltava em nenhum
jardim medicinal no séc. XVI, sendo
utilizado em cosmética e, queimado, era
usado como incenso para purificar o ar
(PANIZZA, 1997). Considerando a
importancia medicinal dessa planta, a
mesma foi selecionada para avaliagao do

seu potencial antioxidante.

Este artigo tem como objetivo
determinar a atividade antioxidante
(andlise qualitativa e quantitativa) do
extrato etandlico das folhas da
Rosmarinus officinalis L, wusado no
combate a tosses e resfriados, através
do método DPPH (radical 2,2-difenil-1-

picrilidrazila).

SANTOS, 2007) em outubro de 2007.
Esse material foi utilizado para o preparo

do extrato etandlico.

O material vegetal foi seco a
temperatura ambiente e moido em
multiprocessador. O extrato foi
preparado por maceracao com etanol
95% a temperatura ambiente por quatro

vezes consecutivas e cada extragao tinha
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a duracdo de 4 dias. O extrato foi
reunido e concentrado em evaporador
rotativo acoplado a bomba de vacuo. O
rendimento do extrato foi calculado pela
expressdo: Rendimento (%) = (massa
do extrato/massa do material vegetal) x
100. A partir de 10 mg do extrato seco,
foi preparada uma solugdo em etanol a
1,0 mg mL?! (ou 1:1) para posteriores

diluicdes.

A avaliacao qualitativa da atividade
antioxidante foi realizada pelo método
fisico-quimico de separacao, a
cromatografia, conforme metodologia
descrita na literatura, com pequenas
modificagcdes (SOUZA et al., 2007). O
extrato da planta foi submetida a
dissolugdo em etanol 95%, aplicado em
cromatoplacas (silica gel Fis4) e eluido
em sistema de solvente adequado. A
cromatoplaca foi revelada em |luz
Ultravioleta. Apods eluicdo a cromatoplaca
foi imersa em solugdo etanodlica de DPPH
0,3ug.mL* por 10 segundos. O
surgimento de mancha amarela sob
fundo de coloracdo purpura nos Rfs do
extrato é indicativo de atividade
antioxidante.

A avaliagdo quantitativa da
atividade antioxidante foi feita seguindo
metodologia descrita na literatura, com

pequenas modificacdes, monitorando-se

RESULTADOS E DISCUSSOES

o0 consumo do radical livre DPPH pela

amostra, através da medida do
decréscimo da absorbancia de solugdes
de diferentes concentragdes (BRAND
WILIAMS et al, 1995; SANCHEZ;
LARRAURI;  SAURA, 1998). Estas
medidas foram feitas em
espectrofotbmetro UV-Vis B582 no
comprimento de onda 518 nm, fazendo
também leitura do branco e do controle

negativo.

Para Leitura das medidas de
absorbancia na amostra: a mesma foi
diluida, em triplicata, com concentracdes
finais de 500, 125, 50, 10 e 5 yg mL?
em etanol & 95%, partindo-se da solucdo
a 1,0 mg mL-1. Foi adicionado 1,0 mL de
DPPH 0,3 mM em etanol &4 95% (2,5 mL)
de solucdo de amostra. As reagoes
transcorrerdo a temperatura ambiente
(em torno de 26°C) por 30 minutos e
auséncia de luz. Em seguida foram feitas
as leituras das absorbéancias, a 518 nm.
Etanol 95% (1,0 mL) mais 2,5 mL da
solugdo da amostra foi usado como
branco e a solugao de DPPH (1,0 mL; 0,3
mM) mais etanol 95% (2,5 mL) foi usada
como controle. Os 33 valores de
absorbancia foram convertidos em
atividade antioxidante percentual
(AAO%) usando a seguinte férmula
(MENSOR, 2001): AAO0% = 100 -
{[ABSA - ABSB) X 100] /ABSC}.
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O Rendimento (%)= (Massa do
Extrato/Massa do Material Vegetal) x
100, obtido na extragdo por maceragao

do material vegetal Rosmarinus

officinalis (alecrim), resultou em uma
boa quantidade de material vegetal,
41,50%, que viabilizou a realizagdao dos

experimentos (Tabela 1).

Tabela 1 - Rendimentos do extrato etandlico das folhas do Rosmarinus officinalis.

Material Vegetal

*Rendimento (%) =
(ME/MMV) x 100 %
(Calculo)

Rosmarinus officinalis (alecrim)

(40,5679/97,7420g) x 100 41,50%

* ME= massa do extrato; MMV = massa do material vegetal.

O extrato vegetal seco foi
submetido a cromatografia em camada
delgada (CCD) e eluido com solventes
em gradiente crescente de polaridade
puros (CHCL3), e em combinacao
(CHCLs/ MeOH (2:1)), resultando na

cromatoplaca.

Na avaliacdao preliminar qualitativa
do extrato por cromatografia de camada
delgada em gel de silica, revelada com
solucdo etandlica a 0,4umol do radical
DPPH foi observada mancha amarelada
no Rfs do extrato etandlico vegetal, o
que indica que essa amostra apresenta
atividade antioxidante e é viavel para o
teste de avaliacdo quantitativa da
atividade antioxidante percentual.

A capacidade de seqUestrar
radicais livres em relagdo ao radical
estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil
(DPPH’) foi inicialmente escolhida por se
tratar de uma metodologia simples

rapida e sensitiva, muito conveniente

para realizagdo de “screening” de um
grande numero de amostras com
diferentes polaridades. As substancias
antioxidantes presentes no extrato
reagiram com o DPPH que é um radical
estavel, e converte-o em 2,2-difenil-1-
picril hidrazina (ROESLER et al., 2007).
O mesmo autor também relata que o
grau de descoloracdo indica o potencial
antioxidante do extrato. Um extrato que
apresenta alto potencial em seqliestrar

radicais livres.

Os trinta e trés (33) valores de
absorbancia obtidos nos testes com o
radical livre DPPH sdo apresentados na
tabela 2 e convertidos em atividade
antioxidante percentual (AAO%). Os
resultados da AAO% do extrato etandlico
da amostra, nas concentragdes de 500,
125, 50, 10 e 5 uygmL,”* mostram que o
alecrim apresenta atividade
seqliestradora do radical DPPH em todas
as concentracdes avaliadas, e que entre

essas duas variaveis existe uma relacao
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concentragao dependente, uma vez que
quanto maior a concentragao do extrato
etandlico maior a capacidade
seqliestradora de radicais livres, ou seja,
maior a atividade antioxidante. (Figura
8). A 500 pgmL? o extrato alcodlico das
folhas do alecrim apresentou 96,25% de
atividade antioxidante, equivalente ao
apresentado pelo seu extrato aquosos
que apresentou %AAO acima de 97%
(ASOLINI et al., 2006). O efeito
antioxidante do alecrim também foi
mencionado por Buissa; Raccanicci;

Alencar (2008), mas sem fornecer

detalhes sobre o tipo de extrato e a

concentracdo avaliada.

Por meio da anadlise de regressdo
linear entre a concentracao avaliadas do
extrato etandlico das folhas do alecrim e
a sua atividade antioxidante percentual
(capacidade em sequestrar radicais
livres), obtiveram-se os coeficientes
angular e linear, o que possibilitou a
determinacdo da equacdo da reta y =
23,646 + 0,154x com coeficiente de
determinacdo (R?) 0,941 e o célculo do
valor de CEsq de 170,465 ugmL? para a

amostra vegetal.

Tabela 2 - Valores de Absorbancia, Média, Desvio Padrdo e AA% do extrato

testado.
Concentracao Absorbancia Média da Desvio Padrdo AAO0%
(ug mL?) 1 2 3  Absorbancia
500 0,117 0,121 0,118 0,118 0,0021 96,251
Branco 500 0,051 0,054 0,050 0,052 0,0021
125 0,720 0,719 0,762 0,733 0,0245 61,451
Branco 125 0,044 0,047 0,043 0.045 0,0021
50 1,214 1,205 1.190 1.203 0,0121 35,099
Branco 50 0,041 0,045 0,041 0,043 0,0017
10 1,523 1,538 1,553 1,538 0,0076 16,692
Branco 10 0,041 0,045 0,041 0,042 0,0023
5 1,509 1,585 1,569 1,554 0,0401 15,461
Branco 5 0,043 0,046 0,041 0.043 0,0025
Controle
Negativo 1,770 1,796 1,796 1,787 0,0150
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Figura 8 — Atividade Antioxidante Percentual do etandlico das folhas do Rosmarinus

officinalis.

(Fonte: Dados da pesquisa).

CONSIDERACOES FINAIS

As propriedades antioxidantes do
extrato de alecrim tém recebido
consideravel atencdo nos ultimos anos,
sendo reconhecidas desde a Antiguidade.
Considerando que substancias naturais
podem ser responsaveis pelo efeito de
protecao contra os riscos de muitos
processos patoldgicos, os resultados
descritos neste trabalho mostram que

em todas as concentragbes avaliadas o

alecrim tem atividade seqiestradora do
radical DPPH, ou seja, apresenta a
atividade antioxidante. Tais resultados
estimulam a continuidade dos estudos
visando a determinacdo dos fendis totais
da espécie Rosmarinus officinalis L, uma
vez que essas substancias sdao muito
citadas na literatura como responsaveis

pelo potencial antioxidante das plantas.
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