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RESUMO

O 6leo essencial do alecrim (Rosmarinus officinalis L.) tém despertado o interesse cientifico devido a sua
rica composicdo quimica e propriedades farmacoldgicas. No entanto, fatores como as caracteristicas
intrinsecas da planta e 0 método de extracdo utilizado, sdo frequentemente descritos como interferentes no
rendimento e na capacidade antioxidante, anti-inflamatéria ou antibacteriana do 6leo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi extrair o dleo essencial de folhas de alecrim por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger para determinacdo de rendimento e avaliacdo da atividade antioxidante a partir do método de
DPPH e o seu emprego em fluido hidratante. As extragdes foram realizadas em um tempo de duas horas,
em duplicata, com resultados expressos em percentual, enquanto a determinacdo da atividade antioxidante
foi realizada em duplicata pelo método do DPPH expressas em giolox POr grama de amostra. Os resultados
mostraram rendimento médio de 0,92% e atividade antioxidante de 68,73 Ugtolox 9™ + 0,61 com 63,5 % de
reducdo do radical DPPH no 6leo essencial de alecrim e para o fluido hidratante com 0,5 % de dleo essencial
de alecrim 37,3 Ugtoiox 9t + 8,21, com 36% reducio do radical DPPH.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L. Propriedades farmacoldgicas. Atividade antioxidante.

Antioxidant activity of rosemary essential oil (Rosmarinus
officinalis L.) by the DPPH method and use in moisturizing
fluid

ABSTRACT

The essential oil of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) has sparked scientific interest due to its rich
chemical composition and pharmacological properties. However, factors such as the intrinsic characteristics
of the plant and the extraction method used are often described as interfering with the yield and antioxidant,
anti-inflammatory, or antibacterial capacity of the oil. Therefore, the aim of this study was to extract the
essential oil from rosemary leaves by hydrodistillation using a Clevenger apparatus for yield determination
and evaluation of antioxidant activity using the DPPH method, as well as its use in a hydrating fluid. The
extractions were performed for a duration of two hours in duplicate, with results expressed as a percentage.
The determination of antioxidant activity was also performed in duplicate using the DPPH method,
expressed as pgtrolox per gram of sample. The results showed an average yield of 0.92% and an antioxidant
activity of 68.73 pgtrolox g-1 + 0.61 with a 63.5% reduction of DPPH in the rosemary essential oil. For the
hydrating fluid containing 0.5% of rosemary essential oil, the antioxidant activity was 37.3 pgtrolox g-1 +
8.21, with a 36% reduction of DPPH.

Keywords: Rosmarinus officinalis L. Pharmacological properties. Antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Os 06leos essenciais e seus compostos ativos tém despertado o interesse das
industrias de cosméticos, principalmente por serem ingredientes naturais minimamente
processados, com menores riscos potencialmente adversos a salde, e possuirem
atividades antioxidante e antimicrobiana (KADRI et al., 2011; RASKOVIC et al., 2014;
SHARMEEN et al., 2021). Evidéncias recentes demonstraram que 0s 6leos essenciais
também podem promover efeitos, antidepressivos, cognitivos, antiflngicos,
antidiabéticos, antitromboticos e anticancerigenos (RAFIE et al., 2017; MWITHIGA et
al., 2022).

Os dleos essenciais conferem aromas agradaveis a diversos produtos cosméticos,
além de atuarem como conservantes e agentes ativos, simultaneamente, oferecem
diversos beneficios a pele (SHARMEEN et al., 2021). Devido a sua natureza volatil, os
6leos essenciais sdo comumente empregados na producdo de fragréncias, das quais
podem ser beneficiadas com mais de 300 tipos obtidos de cerca de 3.000 espécies de
plantas. No entanto, embora existam uma vasta variedade de flagrancias e espécies de
plantas disponiveis, até a0 momento, a maioria dos 6leos essenciais produzidos sao os de
laranja, menta de milho, citronela, eucalipto, horteld-pimenta e limdo (BARBIERI,
BORSOTTO, 2018; SHARMEEN et al., 2021).

O Rosmarinus officinalis L. (alecrim) é uma planta perene e aromatica,
amplamente utilizada no tratamento de doencas devido as suas propriedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptéticas, antitumorigénicas,
antinociceptivas e neuroprotetoras (OLIVEIRA et al.,, 2019; RAHBARDAR;
HOSSEINZADEH, 2020). Além disso, seus os extratos sdo amplamente utilizados na
industria alimenticia para a conservacdo de alimentos, devido ao seu potencial
antioxidante e antimicrobiano (RASKOVIC et al., 2014; NIETO et al., 2018).

Recentemente, o notavel interesse cientifico de diferentes tipos de extratos de
Rosmarinus officinalis L. estd focado em suas propriedades farmacoldgicas e seus
principais constituintes quimicos (RAHBARDAR; HOSSEINZADEH, 2020),
empregados na medicina popular como agentes estimulantes, analgésicos, coleréticos,
hepatoprotetores e antioxidantes (CUTRIM et al, 2019; RAHBARDAR;
HOSSEINZADEH, 2020).

Na literatura, os extratos de Rosmarinus officinalis L., administrados topicamente

tém demonstrado potente atividade antioxidante na eliminac&o de radicais livres e potente
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atividade anticancerigena em diferentes tipos de cancer de pele (MOORE et al., 2016;
LEE etal., 2017; LO et al., 2002). Ja as preparacdes contendo 6leos essenciais vém sendo
investigadas principalmente na cicatrizacdo de feridas (ABU-AL-BASAL, 2010;
UMASANKAR et al., 2012; NEJATI et al., 2015), celulite (YIMAM et al., 2017),
sobrevivéncia e viabilidade tecidual (INCE et al., 2015), efeitos transdérmicos (AKBARI
et al., 2015), atividade antifingica (GAUCH et al., 2014; SUDAN; SINGH, 2019) e
atividade antienvelhecimento (MONTENEGRO et al., 2017). Em todas essas condi¢des,
os estudos disponiveis na literatura demonstram efeitos promissores dos 6leos essenciais,
principalmente na reducdo da necrose tecidual (INCE et al., 2015), aumento da
capacidade de cicatrizacdo e angiogénese (ABU-AL-BASAL, 2010; UMASANKAR et
al., 2012), hidratacao, e melhora na elasticidade da pele (MONTENEGRO et al., 2017).
Além disso, atribuem a atividade anticancerigena principalmente a presenca de carnosol,
acido carndsico e acido rosmarinico (LO et al., 2002; MOORE et al., 2016; LEE et al.,
2017), e o efeito transdérmico, aos monoterpertenos (AKBARI et al., 2015). Além desses
constituintes, outros componentes incluindo os &cidos ursolicos, oleanolicos e
microméricos foram relacionados aos efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, e
observados em diferentes prepara¢des como cremes e emulsées (MACEDO et al., 2020).

Como vimos, a maioria dos efeitos farmacoldgicos do Rosmarinus officinalis L.
sdo consequéncia da atividade antioxidante de seus principais constituintes quimicos,
incluindo terpenoides, Oleos essenciais, alcaloides e flavonoides (RAHBARDAR,;
HOSSEINZADEH, 2020). Entre estes compostos, 0s triterpenos, diterpenos fendlicos e
acidos fendlicos, incluindo acido rosmarinico, acido carnosico, rosmanol, carnosol, &cido
ursolico e 4cido betulinico sdo os componentes ativos mais potentes (RASKOVIC et al.,
2014; RAHBARDAR; HOSSEINZADEH, 2020). Os autores ressaltam que o acido
rosmarinico e o &cido carnésico sdo 0s compostos mais eficazes, com atividade
antinflamatodria e antioxidante (RAHBARDAR; HOSSEINZADEH, 2020).

Os Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L., é secretado pelos tricomas
glandulares das folhas e flores, e pode ser obtido por destilacdo ou extracdo com solventes
(ELYEMNI et al., 2019). O 6leo essencial obtido por destilacdo a vapor das folhas de
alecrim varia de incolor a amarelo-claro, € insoluvel em &gua e possui aromas
caracteristicos de canfora (BEGUM et al., 2013). A cénfora, 1,8-cineol, a-pineno,
borneol, canfeno, B-pineno e o limoneno s&o os principais constituintes volateis do 6leo

de alecrim. Além disso, entre as diversas estruturas quimicas presentes nesses compostos,
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destacamos 0s terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), terpendides (isoprendides),
compostos alifaticos e arométicos (FREIRES et al., 2015). Entretanto, suas concentragdes
variam de acordo com o estdgio vegetativo da planta e as condi¢Bes bioclimaticas
(BEGUM et al., 2013; ANDRADE et al., 2018).

As extragdes por destilacdo podem ser realizadas por hidrodestilagéo,
hidrodifuséo e destilacdo a vapor (ELYEMNI et al., 2019). Enquanto as extragfes com
solventes podem ser realizadas por Soxhlet, maceracao, decoccdo e infusdo (ANDRADE
et al., 2018). A extracdo com solventes organicos é utilizada para avaliar a eficiéncia da
extragdo de varios compostos bioativos, entretanto, apresentam algumas desvantagens
(RODRIGUEZ-SOLANA et al., 2014; HIRONDART et al., 2020. RADIVOJAC et al.,
2021). Entre as principais desvantagens esta o uso de grandes volumes de solventes, como
hexano, éter dietilico, acetato de etila, etanol e metanol, dos quais geram residuos nocivos
a satide e ao meio ambiente (RODRIGUEZ-SOLANA et al., 2014, RADIVOJAC et al.,
2021), longos periodos de operacdo (horas ou dias), alto consumo de energia e
inadequacao para analitos termolabeis (HIRONDART et al., 2020).

O uso de extrator Clevenger segue o sistema de arraste por vapor d’agua ou
destilacdo a vapor. Ou seja, a extracdo de compostos bioativos por meio deste método
ocorre pela combinacdo de agua e 0 aumento de temperatura, que resultard na formacédo
de vapor e liberacdo de compostos bioativos do tecido vegetal (AZMIR et al., 2013;
SHARMEEN et al., 2021). O resfriamento atua na condensacdo da mistura de vapor de
agua e dleo, que flui do condensador para um separador, onde o Gleo e 0s compostos
bioativos se separam automaticamente da agua. No entanto, embora sejam técnicas mais
comuns e ecoldgicas, por ndo utilizarem solventes organicos, apresentam algumas
limitacOes para extracfes em altas temperaturas, em que componentes volateis podem ser
perdidos (AZMIR et al., 2013).

Em ambas as técnicas, destilacdo ou extracdo com solventes, varios parametros
podem ser avaliados, tais como o tempo de extracdo, o percentual de rendimento e a
composicdo quimica dos Oleos essenciais. No entanto, tanto o rendimento quanto a
composi¢do quimica dos compostos bioativos dependem da escolha adequada do método
de extracdo, incluindo o modelo do extrator, e de fatores relacionados as propriedades da
planta, solvente, temperatura, pressdo e tempo de extracdo (GUPTA et al., 2012; AZMIR
etal., 2013).
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Importante ressaltar que algumas pesquisas mostram a diminui¢éo do teor de
antioxidantes, principalmente &cido rosmarinico e acido carndsico ap0s extracdo por
hidrodestilacdo (WOLLINGER et al., 2016; CONDE-HERNANDEZ et al., 2017). Essa
diminuicdo pode ser explicada pela solubilizacdo e a degradacdo desses compostos
devido ao tempo em que sdo submetidos a ebulicdo (WOLLINGER et al., 2016). Para
exemplo, apos 1,5 h de destilagdo, o teor de &cido carnosico pode ser reduzido de 23,6
mg/g para 16,3 mg/g e o acido rosmarinico de 8,9 mg/g para 2,1 mg/g ap6s 4 h de
destilacdo. Quanto ao rendimento, a quantidade méaxima obtida de 6leo essencial em
relagdo ao peso inicial da folha também € menor na extragdo por hidrodestilagdo (1,8%
p/p) quando comparada a outros métodos, como a destilacdo a vapor (2,5% p/p)
(WOLLINGER et al., 2016) ou extracdo supercritica com CO, (CONDE-HERNANDEZ
etal., 2017). No entanto, a influéncia do tempo de extracdo parece ser dependente do tipo
de vegetal e do 6leo essencial extraido. Para exemplo, na extracdo do 6leo essencial de
Salvia officinalis L, o tempo de extracdo ndo parece ter influenciado no seu rendimento
(MIGUEL et al., 2011), embora tenha influenciado em sua composicdo e na atividade
antioxidante (MIGUEL et al., 2011).

Por outro lado, quando extraidos com solventes organicos, o teor de flavonoides,
acidos fenolicos e taninos foi comprovadamente maior (HAMINIUK et al., 2014). Isso
porque os polifendis, principais componentes vegetais com atividade antioxidante, sdo
mais facilmente extraidos em solventes organicos menos polares (HAMINIUK et al.,
2014). Além disso, outros componentes responsaveis pela eliminacdo de radicais livres,
incluindo tocoferdis, carotenoides, acido ascorbico e macromoléculas, também s&o
facilmente extraidos, e juntamente com os polifendis, podem ser avaliados através de
métodos quimicos (MICHALAK et al., 2022).

Entre os estudos existentes com oOleos essenciais, 0s meétodos analiticos
espectrométricos, eletroquimicos e cromatograficos sdo 0os mais comuns utilizados para
essas avaliagbes (MUNTEANU; APETREI, 2021). Os métodos espectrométricos
incluem testes de capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) ou de
capacidade antioxidante de radicais hidroxilicos (HORAC); testes baseados na
transferéncia de elétrons, como o teste redutor cuprico (CUPRAC) ou redutor férrico
(FRAP); ou ainda, testes mistos, baseados na transferéncia de um atomo de hidrogénio e
um elétron, como o teste de acido 2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS) e o teste [2,2-di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil] (DPPH) (MUNTEANU;
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APETREI, 2021). Os métodos eletroquimicos incluem a voltametria, amperometria e
biamperometria. Os métodos cromatograficos abrangem a cromatografia em fase gasosa
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (MUNTEANU e APETREI, 2021).

Em relacdo aos testes espectrométricos, o teste DPPH é o de menor custo, com
boa estabilidade, preciséo e reprodutibilidade na avaliacdo das atividades antioxidantes
(MUNTEANU, APETREI, 2021; ALVES et al., 2010). O principio deste teste é baseado
na alteracdo da cor devido a adicdo de potenciais antioxidantes a solu¢do (PARCHETA
etal., 2021).

O DPPH é utilizado em investigacdes fitoquimicas e antioxidantes de inimeras
amostras complexas, incluindo extratos aquosos e organicos (FERNANDO et al., 2015;
BOUABID et al., 2020), hidroetandlicos (MARINHO et al., 2021) e 6leos essenciais
(DENKOVA-KOSTOVA et al., 2020). Para os 0leos essenciais, 0s estudos disponiveis
na literatura relatam o uso de uma solugéo de DPPH dissolvido em metanol (UMARU,
2019; AEBISHER et al., 2021) ou etanol (LI et al., 2022) e, em seguida, adicionadas a
concentracdo da amostra para a leitura da absorbancia (UMARU et al., 2019; AEBISHER
etal., 2021).

A atividade de eliminacdo de DPPH foi evidenciada em estudos utilizando
compostos como o alecrim (PINTORE et al., 2009; VALKOVA et al., 2021), lavanda e
menta (VALKOVA et al., 2021). Em relacdo & composicdo quimica, o 1,8-cineol foi 0
composto ativo mais frequente em amostras de 6leo essencial de alecrim (PINTORE et
al., 2009, VALKOVA et al., 2021). Para o 6leo essencial de lavanda e menta, foram o
acetato de linalol e o mentol, respectivamente (VALKOVA et al., 2021). Nas amostras
citricas, o maior teor foi de d-limoneno (LI et al., 2022).

Além da composicdo quimica, ja se sabe que fatores extrinsecos e caracteristicas
fisico-quimicas das plantas podem influenciar nas atividades antioxidantes,
antinflamatdrias e antimicrobianas dos 6leos essenciais (GUPTA et al., 2012; AZMIR et
al., 2013). Em relacédo ao alecrim, alguns autores sugerem que esses fatores afetam a
composicdo quimica desses compostos, principalmente a concentracdo de verbenona e
borneol (SACCHETTI et al., 2005), e que estes estariam relacionados a atividade
antioxidante (MEZZA et al., 2018). No entanto, outros autores indicam que 0s
monoterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpenos, éteres alcodlicos e
compostos fenolicos, 1,8-cineol, a-pineno, B-pineno, a-tujeno, trans-cariofileno, P-

tujona, borneol e canfora, ou mirceno sdo o0s constituintes quimicos responsaveis por
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essas atividades (BERETTA et al., 2011; KADRI et al., 2011; OJEDA SANA et al.,
2013). Por outro lado, também € possivel evidenciar, com base na literatura, diferengas
significativas entre as atividades promovidas pelos Oleos essenciais e compostos
antioxidantes sintéticos (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Segundo Bizzo et al., (2009), os apelos de politicas de preservacdo ambiental sdo
instrumentos de marketing muito eficientes, particularmente no mercado europeu. O que
é considerado por estes autores, uma étima oportunidade para o desenvolvimento de
processos sustentaveis de exploracdo da biodiversidade, podendo tornar uso de fontes
renovaveis para a producdo de 6leos essenciais um lugar de destaque nas pesquisas.

Visto 0 numero elevado de estudos trazidos neste manuscrito quanto a alta
atividade antioxidante, anti-inflamatdrio e antibacteriano do 6leo essencial de alecrim, o
aumento do interesse dos consumidores por produtos naturais e veganos e, principalmente
pelo fato de ainda existirem poucas informacdes disponiveis, especificamente sobre o
emprego do 6leo em fluidos hidratantes e seu real potencial conservante e antioxidante,
delimitou-se os objetivos deste trabalho, que consistiram em verificar o rendimento do
oleo essencial de folhas de Rosmarinus officinalis L. a partir do método de extracédo
Clevenger e determinar a atividade antioxidante do dleo essencial in natura e quando

inserido em fluido hidratante para o corpo pelo método de DPPH.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

A coleta de Rosmarinus officinalis L. conhecido como alecrim, foi realizada no
periodo vespertino, as 18 horas, no Sitio Sdo Bento localizado no assentamento cruzeiro
do Sul, Palmas/PR.

Extracdo do 6leo essencial do alecrim

A extracdo do 0Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Figura 1) foi
realizada de acordo com as recomendacdes de Prins et al., (2006) e Silveira et al., (2012),
durante um periodo de 2 horas.

Para a extracédo, colocou-se o0 material vegetal no baldo de destilagdo com 500 mL
de agua deionizada. Em seguida, o baldo de destilacdo foi acoplado ao aparelho de
Clevenger para extracdo do Oleo essencial, conforme demonstrado na Figura 1. As

extragdes foram conduzidas em duplicata
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Figura 1 - Hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger.
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Fonte: acervo pessoal (2023).
Na hidrodestilacdo, o material vegetal permanece em contato com a dgua, que esta
em ebulicdo. Sendo assim, o vapor forca a abertura das paredes celulares e ocorre a
evaporacao do 6leo que esta entre as células da planta. O vapor consiste em uma mistura
de Oleo e &gua, da qual passa por um condensador para resfriamento. Como 0s
componentes volateis presentes na amostra e a &gua, sdo imisciveis, ocorre a formacéo de

duas fases liquidas, das quais podem ser facilmente separadas (SILVEIRA et al., 2012).

Atividade antioxidante pelo método DPPH

O método de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) foi desenvolvido por Blois
em 1958 e consiste em uma reacdo em que o radical da molécula que se encontra na cor
violeta escuro reage com a substancia antioxidante, resultando em uma coloragdo amarelo
ou violeta claro. Essa alteracdo pode ser observada em espectrofotdmetro a 517
nanémetros (nm), como resultado da reducéo do elétron de valéncia desemparelhado do
atomo de nitrogénio no radical DPPH pelo 4&omo de hidrogénio de uma molécula
antioxidante, do qual resulta na formagé&o de hidrazina (SIRIVIBULKOVIT et al., 2018).

Neste estudo, a determinacdo da atividade antioxidante do 6leo essencial de
alecrim foi realizada de acordo com Silveira et al., (2018) que recomendam o0 uso do
Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-etrametilchroman-2-4cido carboxilico) como antioxidante. O
Trolox é uma substancia derivada da vitamina E (a-tocoferol), solivel em &gua e etanol,
e por conta do seu potencial antioxidante, € capaz de reagir com a molécula de DPPH
(SILVEIRA et al., 2018). As concentracgdes apropriadas de Trolox séo preparadas a partir
de solugbes estoques e adicionados a solucdo de DPPH para determinacdo da

concentragdo de 6leo essencial na mistura (AEBISHER et al., 2021).
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Preparo da solucéo estoque de DPPH

Com o auxilio de uma balanga analitica, foram pesados 2,4 mg do reagente DPPH
(Massa Molar = 394,32 g mol™) e foi preparada uma solugio estoque com concentrago
de 60 umol L. Esta quantidade foi dissolvida em alcool etilico absoluto e completado
para 100 mL em um baldo volumétrico com o mesmo solvente. Em seguida, foi
homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar coberto por papel aluminio
para evitar contato com a luz (SILVEIRA et al., 2018).

A solugdo de uso de DPPH 60 pmol L™ foi preparada vertendo-se 10 mL da
solugdo estoque em um baldo volumétrico de 100 mL com o auxilio de uma pipeta
volumétrica. O volume foi completado com &lcool etilico absoluto. A solugdo foi
homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar coberto por papel aluminio
para evitar contato com a luz, devidamente identificado. Essa solucdo foi preparada e
utilizada no mesmo dia da analise (SILVEIRA et al., 2018).

Preparo da solucéo estoque de Trolox

Com o auxilio de uma balanca analitica, foram pesados 5 mg de Trolox (Massa
Molar = 250,29 g mol™) para o preparo da solucio padrdo 2 mM. Em seguida, foi
realizada a dissolugdo do Trolox em &lcool etilico absoluto. O volume foi completado
para 50 mL em um baldo volumétrico com o mesmo solvente, homogeneizado e
transferido para um frasco de vidro &mbar devidamente identificado e coberto por papel
aluminio para evitar contato com a luz. A preparacéo e uso dessa solucao foi realizada no
mesmo dia. Para a construcdo da curva padrédo de trolox foram preparadas solucdes de
concentracdes de 50 UM a 1000 puM, utilizando 7 tubos de ensaio revestidos por papel

aluminio e identificados com numeracdes de 1 a 7, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1- Preparo das soluces para curva padréo.

Tubo Trolox (uL) Alcool (uL) Concentracéo (uL)

1 25 975 50

2 50 950 100
3 100 900 200
4 200 800 400
5 300 700 600
6 400 600 800
7 500 500 1000

Fonte: adaptado de Silveira et al., (2018).
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Determinacéo da Curva Padréo

A determinacdo da curva padréo foi realizada em ambiente escuro. Para isso, uma
aliquota de 150uL de trolox de cada concentracdo (Tabela 1) foi transferida para 7 tubos
de ensaio e adicionados 5,850 mL da solugédo de uso de DPPH. Apds homogeneizacdo, a
mistura foi mantida em repouso por 30 minutos (Tempo ICso = tempo para reducéo e
estabilizagdo da absorbéncia, que ocorre quando todo o antioxidante € consumido pela
reacdo com o radical) (SILVEIRA et al., 2018).

As leituras das absorbancias foram conduzidas em espectrofotébmetro a 517 nm,
utilizando como controle o lcool etilico. A equacgdo da reta obtida é mostrada na equagédo
1.

Y =-0,0005x + 0,3397, R2 = 0,999 (Equacdo 1)

A alteracdo de cor, violeta escuro para violeta claro, foi identificada com o auxilio
de um espectrofotdbmetro UV/visivel Shimadzu 1800. A determinacdo da capacidade
antioxidante foi ser realizada na auséncia de luz, uma vez que esta é um interferente da
reacdo do radical DPPH. Na presenca de luz, ocorre a diminui¢do da absorbancia mais
rapidamente e, consequente, pode resultar em resultados pouco confiaveis (OLIVEIRA,
2015; SILVEIRA et al., 2018).

Porcentagem de reducdo do radical e percentual de radical remanescente
De acordo com Magalhdes, Matos e Lorencon (2018), a quantidade de radical
DPPH remanescente na solucdo é calculada a partir da razdo entre a absorbancia da

amostra e a media das absorbancias da solugéo controle no tempo de 1Cso, equagao 2.

|amostral|

%DPPH =

X100 (Equacéo 2)

|controle|

A porcentagem de reducéo é obtida pela diferenca entre a porcentagem total de

radical no inicio da reacdo (100%) e o percentual de radical remanescente (Equacéo 3).

% Reducéo de DPPH =100 - % DPPH remanescente (Equacgéo 3)
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Concentracdo inibitdria - 1Cso

De acordo com Magalhées, Matos e Lorencon (2018), a partir da equagéo da reta,
pode-se calcular qual a concentracdo de antioxidante necessaria para que haja 50% de
DPPH remanescente no sistema (ICso) (Equagéo 4), o resultado é dado em mg L.

50-b

ICsy = — (Equacéo 4)

Onde:
b = Intercepc¢do do eixo y
a = Inclinagéo da reta

Concentracao eficiente - ECso
O valor de ECso € obtido a partir da razdo entre o valor de ICso e da concentragdo
inicial do radical. A concentracdo inicial de DPPH. Portanto, para se obter o valor de ECso

basta aplicar a equacdo 6. O resultado é dado em mg de 6leo/mg de DPPH.

ICsp

ECep = ————
50 ™ [pPPH]inicial

(Equacéo 6)
Preparo do fluido hidratante para o corpo

Preparou-se um creme neutro sem conservantes e antioxidantes. O 6leo essencial
de alecrim foi acrescido a lo¢éo sob agitacdo lenta até a incorporacgdo total. Quando ha
alteracdo de pH é necessario corrigir para 5,5 - 6,5, com o auxilio de solucGes acidulantes
ou alcalinizantes. Na Tabela 2 apresenta a formulacdo do creme com 6leo essencial de

alecrim 0,5%.

Tabela 2 - Formulacdo do creme adquirido em farmacia, e com a adi¢do do 6leo essencial de alecrim.

COMPONENTES QUANTIDADE (g)
Fase A (aquosa)
Edetato dissédico 0,1
Agua purificada qsp 100

Fase B (oleosa)
Cera auto emulsionante ndo ibnica (alcool cetoestearilico,

cetearete 20, 6leo mineral, &lcool de lanolina e vaselina) 150
Dimeticona 2,0
Oleo essencial de alecrim 0,5
Estearato de octila 2,0

Fonte: Adaptado de Martin (2018) e Brasil (2019).
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A Fase A (aquosa) e a Fase B (oleosa) foram preparadas separadamente a
temperatura de 70 -75°C. Por fim, sob agitacdo lenta a fase aquosa foi adicionada a fase

oleosa. A agitacdo lenta foi mantida até atingir uma temperatura de 40 °C.

Atividade antioxidante do 6leo essencial de alecrim e do fluido hidratante

A diluicdo do O6leo essencial do fluido hidratante para testar a atividade
antioxidante com o 6leo essencial estdo descritas na Tabela 3. Utilizou-se 150 pg do 6leo
essencial, dissolvido em 1500 pg alcool absoluto e, por fim, foram adicionados 5,850 g
de solucdo estoque de DPPH. O fluido hidratante foi preparado utilizando 150 pg do
mesmo dissolvendo em 1500 pg de alcool absoluto e por fim, foram adicionados 5,850
ug de solucédo estoque de DPPH. Em seguida foi realizado a leitura em espectrofotdmetro
517 nm.

Tabela 3 — Diluigdo do dleo essencial em etanol.

Oleo essencial Alcool absoluto DPPH
150 pg 1500 pg 5850 pg
Fluido hidratante Alcool absoluto DPPH
150 pg 1500 pg 5850 pg

Fonte: Autores (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Periodo de colheita do Alecrim

A amostra de alecrim foi coletada no sitio Sdo Bento localizado a 10 km de
Palmas, Sudoeste do Parana (PR). A coleta foi realizada as 18:00 horas de acordo com as
recomendacdes de Gongalves, Mancinelli e Moraes (2009), dos quais demonstraram que
0 melhor horéario de coleta é a partir das 16h30min.

Na literatura, inimeros estudos investigaram a influéncia do periodo da coleta
com o rendimento do 6leo essencial. Para exemplo, Souza (2011) descreve que horarios
especificos para a coleta podem contribuir para uma maior ou menor concentracdo de
principios ativos na planta. De acordo com o autor, menores teores de principios ativos
podem estar relacionados a presenca de orvalho sobre as folhas, que aumentam a umidade
e diminuem a quantidade de material a ser extraido (SOUZA, 2021).

No entanto, outros autores recomendam que a coleta do material vegetal para
extracdo do oOleo essencial deve ocorrer no periodo da manha. Isso porqué as plantas
acumulam o6leo essencial durante a noite e, no decorrer do dia, o perdem por volatilizagao
(GONGALVES, MANCINELLI, MORAES, 2009; MELO et al., 2011; SOUZA, 2021).
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OrientacGes semelhantes também foram descritas por Santos e Inecco (2005), que
atribuem as interacBes das condi¢cBes ambientais que ocorrem ao longo do dia, as

variacdes quantitativas e qualitativas dos 0leos essenciais.

Extracéo e rendimento de essencial do alecrim

Neste estudo, o rendimento do 6leo essencial foi calculado a partir de uma media
de 215,646 g de folhas frescas de alecrim, obtendo um percentual médio de 0,92% (Tabela
4).

Tabela 4 — Valor de pesagem do material vegetal.

Extracao Massa do material vegetal () Rendimento (%)
Extracéo 1 92,6259 0,85

Extracgéo 2 123,0201 1,0

Média: 107,823 0,925

Desvio Padréo: + 21,4919 +0,106

Fonte: Autores (2023).

Embora o tempo decorrido entre a coleta e a extracdo possa ter influenciado no
rendimento do 6leo essencial, os resultados estdo proximos aos obtidos por Ribeiro et al.,
(2012), que obtiveram 1% de rendimento. Neste estudo, 0s autores relataram condicGes
experimentais, tipo de amostra e método de extracdo semelhantes. Contudo, empregaram
hidrodestilagdo com extrator Clevenger por um tempo de 3 horas (RIBEIRO et al., 2012),
enquanto neste estudo o periodo de extracdo foi de 2 horas.

Na literatura, resultados inferiores (OKOH, SADIMENKO, AFOLAY AN, 2010;
CUTRIM et al., 2019) e superiores (PRINS LEMOS, FREITAS, 2006) também foram
relatados. Cutrim et al., (2019) relataram um rendimento de 0,30% na extracdo do Gleo
essencial das folhas frescas de alecrim empregando o método de hidrodestilacdo. Esses
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Okoh et al., (2010) (0,31% e 0,39%), Oliveira
(2019) (0,42%), Probst (2012) (0,58%), Heinke et al., (2009) (0,59%) e Rocha (0,59%).
Outros métodos incluindo extracdo assistida por micro-ondas, ou arraste a vapor, também
apresentaram baixos rendimentos (HEINKE et al., 2009). A extrag&o por micro-ondas foi
de 0,31%, enquanto a extracdo por arraste a vapor foi de 0,25% (HEINKE et al., 2009).
Por outro lado, Prins Lemos e Freitas (2006) relataram um rendimento de 2,08%. Em seu
estudo, os autores também demonstraram resultados satisfatorios apés 1 h, 1,5he 2 h de
extragdo por hidrodestilagdo, sem diferenca significativa entre os compostos ativos

presentes na amostra, dos quais correspondem a cerca de 90% da composicéo total do
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6leo essencial (PRINS LEMOS; FREITAS, 2006). Resultados semelhantes para
composicdo do 6leo essencial também foi demonstrada por Ribeiro et al., (2012), as
analises foram conduzidas por cromatografia gasosa e 0s constituintes majoritarios
identificados foram o a-pineno (19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8-cineol (22,2%) e
verbenona (9,3%), dos quais constituem cerca de 75,5% da composicdo total.

Vale ressaltar que variagBes significativas na composi¢do quimica do dleo
essencial do alecrim podem ser influenciadas pela regido de cultivo, método de extracao,
método de analise e caracteristicas da amostra, principalmente relacionados a parte da
planta utilizada e ao modo de preparo da matéria prima (RIBEIRO et al., 2012). A
concentracdo desses compostos € diretamente proporcional ao percentual de rendimento
do éleo essencial (RIBEIRO et al., 2018), sendo que o rendimento é um fator importante
para a determinacéo de fontes de substancias bioativas entre as espécies de plantas, caso
seja de interesse o isolamento de seus componentes, ou a identificacdo de atividade
equiparada a da substancia isolada (RIBEIRO et al., 2018). Além disso, a partir do
rendimento € possivel estimar a quantidade de biomassa que € necessaria para produzir
uma quantidade de 6leo essencial satisfatoria (RIBEIRO et al., 2018).

No entanto, assim como a composi¢ao quimica, o rendimento do éleo essencial
também é influenciado por diferentes fatores extrinsecos, incluindo as variagdes de
umidade e temperatura ao longo do dia. Dessa forma, conhecer o horario mais apropriado
para colheita da matéria-prima é uma estratégia para a obtencdo de maiores teores de
principios ativos (MELO et al., 2011).

Atividade antioxidante pelo método DPPH

Para quantificar antioxidante do 6leo essencial de alecrim e do fluido hidratante
com 6leo essencial de alecrim 0,5%, primeiramente foi estabelecida uma curva analitica
utilizando como reagente padrdo, Trolox e DPPH. Foi obtida uma reta ascendente e,
através do ajuste linear, foi obtida a equagéo y = -0,0005x + 0,3397 e R =0,999. Com a
equacao da reta estabelecida foram realizadas as leituras do 6leo essencial de alecrim e
posteriormente do fluido hidratante. A atividade antioxidante do 6leo de alecrim avaliada
pelo método DPPH foi de 68,73+ 0,61 Hguolox g (Tabela 5). O valor médio das
absorbancias das amostras de 6leo de alecrim para determinacéo da atividade antioxidante
foi de 0,117.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante do 6leo de alecrim.

Extratos Diluicéo Absorbancia (nm) Atividade antioxidante (Ugtrolox g%
Alecrim 1/10 0,115 69,35
Alecrim 1/10 0,119 68,12
Média - 0,117 68,73
Desvio Padréo - - +0,61

Fonte: Autores (2023).

J& a atividade antioxidante do 6leo essencial com o fluido hidratante foi de 37,3+
8,21 Ugolox g (Tabela 6). O valor médio das absorbancias das amostras de dleo de
alecrim para determinacéo da atividade antioxidante foi de 0,204.

Tabela 6 — Fluido antioxidante hidratante com 6leo essencial.

Extratos Diluicéo Absorbancia (nm) Atividade antioxidante (UgTrolox g%
Alecrim 1/10 0,170 46,7

Alecrim 1/10 0,218 33,7

Alecrim 1/10 0,225 31,5

Media - 0,204 37,3

Desvio Padréo - - +8,21

Fonte: Autores (2023).

Na literatura, ha atividades antioxidantes inferiores e superiores aos encontrados
neste estudo. Por exemplo, pesquisadores demonstraram atividade antioxidante do 6leo
essencial do alecrim pelo mesmo método em concentragdes variando de 33,44 a 36,43 g
mL™. No entanto, esses valores foram inferiores aos demonstrados por Cutrim et al.,
(2019) e Ramos (2014), dos quais obtiveram atividade antioxidante em concentracGes de
144,9 pg mL? e 250 ug mL, respectivamente (CUTRIM et al., 2019).

Na literatura, também foi demonstrado que 0 método de extracdo pode influenciar
na capacidade antioxidante do Gleo essencial. Para exemplo, Karakaya et al., (2014)
obtiveram valores de 1,52 mM mL? para a capacidade antioxidante equivalente a Trolox
em amostras extraidas por hidrodestilagio assistida por micro-ondas, e 1,95 mM mL* em
amostras extraidas por hidrodestilagdo convencional (KARAKAYA et al., 2014). Esses
valores em percentuais demonstram atividade sequestradora do radical DPPH de 60,55%
e 51,04%, respectivamente (KARAKAYA et al.,, 2014). Além disso, sdo iguais a
atividade antioxidante de extratos aquosos e etanélicos, conforme demonstrados por Mata
et al., (2007), mas inferiores ao demonstrado por Dorman e claboradores (2003) que
demonstraram atividade contra o radical DPPH de 236,5 ug mL™ (valores de 1Cso).

Na Tabela 7 apresenta-se a porcentagem de reducéo do radical DPPH pelo 6leo

essencial de alecrim e do fluido hidratante, a concentracao de antioxidante necessaria para
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que haja 50% de DPPH remanescente no sistema (ICsp) e concentracao eficiente (ECso)
do dleo essencial de alecrim e também do fluido hidratante com 0,5 % de dleo essencial
de alecrim, objetivando apontar o potencial antioxidante e comparacdes com estudos ja

realizados por outros autores.

Tabela 7 — Atividade antioxidante do éleo essencial de alecrim e do fluido hidratante pelo método DPPH.

Amostra % reducdo de DPPH ICso (ug. L) ECso ug / pg DPPH
Oleo de alecrim 63,5 340 0,57
Fluido Hidratante 0,5 % 6leo 36 50 1,07

essencial alecrim

Fonte: Os autores (2023).

A capacidade percentual do 6leo essencial sobre o radical DPPH foi de 63,5% e
do fluido hidratante com 6leo essencial de alecrim 0,5% foi de 36%. Os resultados foram
semelhantes a Yang et al. (2010), que conduziram um estudo comparativo da composi¢do
quimica e atividade antioxidante do 6leo essencial do alecrim e demonstraram atividade
de eliminagdo de DPPH de 34,1 + 4,53%. Bozin et al., (2007) obtiveram um percentual
de inibicdo moderado na faixa de 17,65 a 32,35% para 0 método DPPH e 69,5 + 2,82%
para 0 método ABTS. Ja Oliveira et al., (2021) demonstraram atividade antioxidante total
calculada pela porcentagem de reducdo de DPPH para o 6leo essencial do alecrim de
87,213 £ 0,25 no tempo de 30 minutos considerados satisfatdrios (OLIVEIRA et al.,
2021).

Outros antioxidantes amplamente empregados como conservantes em cosmeéticos
auxiliam na prevencdo da rancidez de substancias lipidicas, como o BHT (di-terc-butil-
hidroxitolueno) por exemplo, com uma concentragdo usual de 0,02% a 0,05%
demonstrando um percentual de reducao superior de 89 + 4 e coeficiente de variacdo de
7% (MAGALHAES etal., 2018) e, para o fluido hidratante com 6leo essencial de alecrim,
0,5% (37,3 £ 8,21). Neste estudo, a substituicdo do BHT pelo 6leo essencial de alecrim
na concentracdo de 0,5% apresentou uma atividade antioxidante reduzida. Conforme
recomendam Souza Et al., (2021) um aumento da concentracdo do 6leo essencial de
alecrim de 0,5 para 1 % pode obter melhores resultados.

Formulages topicas foram comparadas por Souza et al., (2021). Em seu trabalho,
os autores incluiram em uma formulacdo apenas vaselina e lanolina, e compararam com
uma formulacdo enriquecidas com oleo essencial do alecrim 1%, silicone, polawax,

alcool cetoestearilico, estearato de octila, nipazol, BHT, metilparabeno, propilenoglicol,
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EDTA dissddico e agua purificada. Ambas as formula¢fes demonstraram niveis
satisfatorios para estabilidade (SOUZA et al., 2021).

Outras formulages, incluindo produtos cosméticos e dermatologicos para cabelos
com incorporacdo do 6leo essencial do alecrim também foram propostas na literatura
(ABELAN et al., 2022). Para as formulacGes de tonicos capilares e shampoos, sdo
relatadas concentragfes muito proximas as usadas em nosso estudo (entre 0,5 e 1% de
o0leo essencial), sem qualquer risco de toxicidade (ABELAN et al., 2022).

Vale ressaltar ainda, que os resultados obtidos da capacidade antioxidante pelo
método DPPH s&o frequentemente apresentados em valores de CEsp e unidades de medida
distintas, tornando dificil a comparacdo com a literatura existente (DENG et al., 2011).
Os valores de CEsg podem ser interpretados como sendo a quantidade de antioxidante
necessario para diminuir ou reduzir a concentracdo inicial do radical DPPH em 50%
(OLIVEIRA, 2015), sendo calculados a partir da representacdo grafica da inibicdo
percentual do radical DPPH em funcdo da concentragdo do antioxidante (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Neste sentido, sdo inversamente proporcionais a capacidade
antioxidante de um composto, ou seja, quanto menor for o valor do ECso, menor a
concentracdo necessaria para que se tenha 50 % da atividade antioxidante (MORES,
2018).

Ou seja, os valores de ECso permitem que os compostos sejam classificados de
acordo com sua capacidade antioxidante. Essa classificacdo considera atividade muito
ativa (ECso inferiores a 50 pg/mL), moderadamente ativa (ECsg entre 50 ¢ 100 pg/mL),
levemente ativa (ECso entre 100 e 200 pg/mL) e inativa (ECso maiores que 200 pug/mL)
(REYNERTSON et al., 2005). Neste contexto, nota-se que os valores de ECso realizados
neste estudo como o Oleo essencial de alecrim e o fluido hidratante 0,5% mostraram
atividade antioxidante muito ativa, respectivamente 0,57 e 1,07 ECso ug /ug DPPH.

No entanto, vale destacar que embora o ECso seja possivel de ser calculado e
facilmente interpretado, alguns estudos demonstraram uma relacdo nao linear entre a
concentracdo do antioxidante e a atividade sequestradora do radical DPPH e, por isso, a
interpretacdo dos resultados antioxidante pelo valor da CEso pode ndo ser adequado
(EKLUND et al., 2005 e VILLANO et al., 2005).

Considerando valores para ECso, 0s estudos disponiveis tém demonstrado
atividade antioxidante bastante ativa dos extratos de Rosmarinus officinalis através das

analises pelo método DPPH. Para exemplo, Mores (2018) demonstrou valores para ECso
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de 16,0+ 0,7 ¢ 12,9 = 1,1 pg/mL. Esses valores sdo bastante semelhantes aos obtidos por
Genena et al., (2008) que obtiveram um valor de 15,73 pg/mL, e Mata et al., (2007) que
obtiveram valores de 36,0 = 0,1 pg/mL para extrato etandlico e 37,3 £ 0,7 pg/mL para o
extrato aquoso. Valores para CEso de 35,05 ug/mL, considerado muito ativo, também foi
demonstrado por Wanderley (2016).

De forma geral, a presenga do a-pineno, 1,8-cineol, canfora e verbenona, que sao
frequentemente descritos como sendo os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais
do alecrim (BOIX etal., 2010; PRINS, KAATZ e GIBBONS 2006; RIBEIRO et al., 2012;
CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2016). De fato, identificamos na literatura estudos que
atribuem os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes a presenca de 1,8-cineol (
BAJALAN et al., 2017); canfora (BAJALAN et al., 2017; BORGES et al., 2018) e a-
pineno (NAM et al., 2014; LIN et al., 2016; MEKONNEN et al., 2016). Sendo que o a-
pineno também foi relacionado a atividades antifingicas (BAE et al.,, 2012) e
antibacterianas (TAKAYAMA et al., 2016).

Por fim, inimeros estudos atribuem as atividades antibacterianas, antioxidantes e
antinflamatdrias a composicao quimica dos 6leos essenciais (OJEDA-SANA et al., 2013),
0 que infere a importancia desse trabalho e a possibilidade de desenvolvimento de novos

produtos de origem renovavel e sem adicdo de antioxidantes sintéticos.

CONCLUSAO

Compostos antioxidantes naturais sdo desejaveis e valiosos aditivos empregados
em Varios setores como industria de cosméticos, farmacéutica, alimentos e combustiveis
para a reducdo e prevencao da oxidacdo dos materiais. Ultimamente a atencdo tem sido
voltada ao uso de antioxidantes naturais, principalmente com o objetivo empregar
substancias naturais, ndao toxicas e renovaveis. O método proposto neste trabalho indica
que a extracdo do 0leo essencial com extrator Clevenger, por um periodo de duas horas,
apresenta um bom rendimento de 0,92 + 0,106 %. Ha& atividade antioxidante no 6leo
extraido, uma vez que os valores de porcentagem de reducdo do radical DPPH para o 6leo
essencial de alecrim foi de 63,5 % e do Fluido Hidratante, que foi igual a 37%, valores
semelhantes a outros estudos citados neste artigo.

Estudos posteriores avaliardo a concentracdo ideal do 6leo essencial de alecrim

em fluidos hidratantes corporais para atividade antioxidante, bem como avaliagcdo do
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tempo de conservacdo, estabilidade do creme, além de estudos voltados para acao

conservante.
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