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APRESENTAÇÃO

A obra “As Ciências Biológicas e da Saúde na Contemporaneidade” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora, em seus 22 capítulos do volume 
II, apresenta a importância do desenvolvimento de novas pesquisas nos âmbitos da 
saúde e da natureza e ainda a relevância da busca de novas terapias para o tratamento 
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saúde representa uma ferramenta 
importante para a busca de novas estratégias para o diagnóstico, acompanhamento 
do curso e tratamento de doenças. É na área da saúde que a biotecnologia encontra 
algumas de suas aplicações mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes 
vertentes biotecnológicas, como a produção e atuação de organismos geneticamente 
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteração em nível de 
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o 
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapêutica é feita 
majoritariamente através da experimentação de produtos naturais, uma vez que 
muitos destes têm comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas, 
antioxidantes, anti-inflamatórias, antineoplásicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume II apresenta artigos que tratam: das propriedades 
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o chá verde; estudos 
microbiológicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterização de 
ácidos nucleicos e proteínas; emprego da engenharia genética para elucidação de 
mecanismos de ação e desenvolvimento e experimentação de alimentos funcionais. 
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da área de saúde, que buscam reciclar 
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante às novas 
tecnologias e descobertas científicas e biotecnológicas aplicadas às áreas da saúde.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e 
profissionais de saúde ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar 
à literatura referências atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas 
pesquisas às práticas profissionais diárias.

Nayara Araújo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha

Maria Vitória Laurindo
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CAPÍTULO 3

ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS L.): 
EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES E 
SUA IMPORTÂNCIA NO CONTROLE DA DOENÇA 

MANCHA FOLIAR EM PLANTAS DE CEVADA

Fernando Luquis
Curso Farmácia, Diretoria da Saúde, UNINOVE, 

São Paulo 

Brenda Mery Santos de Godoy
Curso Biomedicina; Diretoria da Saúde, 

UNINOVE, São Paulo 

Cristiane Santana Garcia
Curso Biomedicina; Diretoria da Saúde, 
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email:ernabach@gmail.com

RESUMO: Vários fitocompostos têm sido 
extraídos de plantas, podendo ser utilizados 
para vários fins, como, por exemplo, em 
medicamentos ou alimentos. O alecrim foi 
escolhido, pois possui várias utilidades como 
condimento, além de possuir propriedades 
cicatrizantes, antiespasmódicas, estimulantes 

do sistema digestório, diuréticas, entre outras. O 
extrato foi avaliado frente a um modelo de planta 
de cevada por esta possuir uma fina camada de 
celulose que é sensível a compostos tóxicos. 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o 
efeito dos compostos extraídos do alecrim, em 
plantas de cevada inoculadas com o patógeno 
Bipolaris sorokiniana verificando se o extrato 
possui a capacidade de dar resistência à planta. 
Foram avaliadas 3 concentrações do extrato 
sendo 0,606; 0,303 e 0,202mg de proteína 
em plantas de cevada Elis. Os resultados 
indicaram que plantas de cevada apresentaram 
de 65 a 80% de proteção contra a penetração 
do fungo.  Em relação às análises bioquímicas 
foi possível observar que plantas submetidas a 
tratamento e depois ao patógeno, apresentaram 
maior concentração de proteínas e menor 
concentração de fenóis quando comparadas 
com plantas infectadas. O extrato de alecrim foi 
separado por cromatografia em gel e avaliado 
perante a folha de cevada destacada indicando 
que a fração 2 foi a melhor, contendo polifenóis 
sendo que o ácido clorogênico estava em 
maior concentração. Por conclusão, o extrato 
de alecrim pode ser usado como indutor de 
resistência em plantas de cevada contra 
mancha foliar. 
PALAVRAS-CHAVE: Alecrim, antimicrobiano, 
cevada, resistência.
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ABSTRACT: Many phytochemicals have been extracted from plants, being used for 
a variety of ends, such as, for example, in medicines or feed. The rosemary plant was 
chosen, due to its many uses as a condiment, besides possessing other described 
properties, being: wound healing, antispasmodic, gastrointestinal tract stimulant, 
diuretic, and others. The extract was evaluated against a barley plant model, due 
to this possessing a thin cellulose layer that is sensible to toxic compounds. The 
objective of the present work was to evaluate the effect of the compounds extracted 
from rosemary, in barley plants inoculated with the pathogen Bipolaris sorokiniana, 
evaluating whether the extract can lead to resistance against the pathogen or not. 
Three different concentrations of the extract were evaluated, those being: 0,606; 
0,303; 0,202mg of protein in Elis barley plants. The results indicated that the barley 
plants presented fungus penetration protection ranging from 65 to 80%. Regarding 
the biochemical analysis, it was possible to observe that plants submitted to treatment 
and after inoculated by the pathogen presented an increased concentration of proteins 
and lower phenol concentration when compared with infected plants. The rosemary 
extract was separated by gel chromatography, and evaluated toward the barley leaf 
highlighted, indicating that fraction 2 presented the best results, containing poliphenols, 
with chlorogenic acid being in higher concentration. In conclusion, rosemary extract 
can be used as a resistance inductor in barley plants against leaf spot disease. 
KEYWORDS: Rosemary; antimicrobial; barley; resistance

1 | 	INTRODUÇÃO

Rosmarinus officinalis L. da família LAMIACEAE (Labiatae) conhecida 
popularmente como alecrim, é uma espécie com interesse agronômico, alimentício 
e fitoterápico. Existem outros nomes vulgares como alecrim-do-reino, alecrim-do-
sul ou alecrim-verdadeiro (BEGUM et al., 2013; RAJA, 2012). O alecrim é rico em 
fitocompostos, além de ser utilizado em temperos na alimentação, pois ressalta o 
sabor de alguns pratos.  

Além das suas propriedades nutricionais, aromatizantes e protetoras contra a 
degradação microbiana e oxidativa dos alimentos, possui efeitos benéficos para a 
saúde como: antidismenorreico, antiespasmódico, antinociceptivo, antiulcerogênico, 
diurético, devido aos seus diversos compostos fitoquímicos. (SASAKI et. al., 2013).

A atividade antioxidante de alecrim está relacionada a componentes como 
diterpenos fenólicos, carnosol e a sua capacidade antioxidante é devido principalmente 
aos compostos fenólicos que ocorre devido à capacidade de eliminar os radicais livres, 
doar hidrogênio, átomos e cátions de metal quelato (TERUEL et. al., 2015).

Seus principais compostos, os diterpenos - ácido carnósico (CA) e carnosol 
(CAR) e o ácido rosmarínico derivado do cafeoil, exerce vários efeitos benéficos na 
saúde, incluindo a capacidade antioxidante potente, hepaprotetor, antimicrobiano, 
anti-inflamatório, efeitos anticancerígenos e antidiabéticos (PÉREZ-SÁNCHEZ et. al., 
2017).
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Existem várias maneiras de proceder à extração dos metabólitos secundários com 
óleo, água ou álcool. O conhecimento das estruturas químicas dos produtos naturais, 
bem como de suas funções nas interações das plantas com os organismos vizinhos, 
possibilita uma melhor compreensão dos mecanismos bioquímicos dessas interações, 
tornando possível o desenvolvimento de novos agentes bioativos (BARNES et al., 
2007).  

No caso da mancha foliar causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana, o controle é, 
normalmente, realizado por uso de fungicidas sendo que esta doença causa prejuízos 
aos produtores. Outro problema é o risco para o meio ambiente e para a saúde do 
homem. Visando eliminar estes inconvenientes, um dos métodos preconizados tem 
sido a utilização de indutores de resistência oriundos de produtos naturais.  

A indução de resistência tem sido observada em várias plantas em resposta ao 
tratamento prévio do hospedeiro com agentes bióticos ou abióticos, denominados 
elicitores ou indutores de resistência (KUC, 1987; 2000; 2001; MANANDHAR et al., 
1999).  As plantas ativam um conjunto de respostas após o reconhecimento de um 
patógeno ou da aplicação exógena de indutor, assim, capacitando-as a responderem 
mais rapidamente à infecção promovendo uma resposta de resistência. A indução de 
resistência tem sido observada e sugerida como controle alternativo para diferentes 
doenças e interações como: trigo - Bipolaris sorokiniana e Drechslera teres (BACH, 
1997; BACH et al, 2003); cevada - Bipolaris sorokiniana (CASTRO e BACH, 2004); 
café - Hemileia vastatrix (GUZZO et. al., 1993) e arroz - Pyricularia oryzae e Bipolaris 
sorokiniana (MANANDHAR et al, 1999).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi preparar o extrato do alecrim, avaliar os 
compostos fitoquímicos, verificar a presença de antioxidantes e o efeito como indutor 
de resistência em plantas de cevada inoculadas com o patógeno Bipolaris sorokiniana 
(mancha foliar).

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

As partes aéreas do Alecrim foram colhidas em Ibiúna, sendo transportadas 
para o laboratório da UNINOVE em geladeira de isopor. Para a obtenção do extrato 
de folhas de Alecrim, a fresco, 20g de folhas foram trituradas em 100mL de água 
destilada gelada. O extrato foi mantido em geladeira por uma hora e filtrado em gaze 
sendo armazenado em frasco de vidro e mantido a -4ºC até a utilização (SILVA & 
BACH, 2005).  

O extrato foi submetido à quantificação de proteínas através do método de Lowry, 
em equivalentes de SAB (Soro Albumina Bovina) (LOWRY, 1951) e, quantificação de 
fenóis baseado no método de SWAIN & HILLIS (1959), em equivalentes de ácido 
clorogênico.

Como antioxidante foi usado o método de ABTS (RUFINO et al, 2007) com a 
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reação envolvendo 7mM ABTS (5mL e 2,45mM (88mL) de persulfato de potássio, 
após incubação à temperatura ambiente e escuro por 16h.  Após o período, foi diluído 
em 80% de etanol até dar uma absorbância de 0,700 ± 0.005 a 734 nm. A medida de 
2,7mL da solução de ABTS foi misturada devagar com 0,3mL das amostras.  Após 
30min a 30ºC, foi realizada a leitura no espectrofotômetro na absorbância de 734nm. 
O padrão foi Trolox. 

2.1	Preparação de plantas de cevada e tratamentos

As sementes de cevada de cultivo Elis foram fornecidas pela Fundação Agrária 
de Guarapuava, Paraná, sendo semeadas em vasos, mantidas em casa-de-vegetação 
à temperatura ambiente, até o estágio 5 da escala de Feekes-Large (LARGE, 1954).  
Na composição do substrato foi utilizada uma parte de solo vermelho, oriundo do 
Paraná e uma parte de terra vegetal adubada com NPK (na formulação Nitrogênio10, 
Fósforo-10, Potássio-10) e micronutrientes da marca Ouro Verde (de acordo com a 
especificação do produtor).  

Grupos de dez plantas de cevada foram usados nos testes biológicos para cada 
tratamento, em 3 repetições. Em todos os tratamentos foram aspergidos cerca de 
10 mL da suspensão de conídios ou, solução do extrato (indutor) ou ainda, água. O 
extrato aquoso de folhas de alecrim foi avaliado como indutor em 3 concentrações de 
proteína sendo 0,606; 0,303 e 0,202mg de proteína. 

Os tratamentos foram: a) sadia (plantas aspergidas com água); b) tratadas 
com indutor (plantas aspergidas com extrato aquoso); c) inoculadas com o patógeno 
(plantas aspergidas com suspensão de conídios); d) tratadas com indutor e após 24 
horas, inoculadas com suspensão de conídios; e) idem ao grupo d, inoculadas após 
48 h; f) idem ao grupo d, inoculadas após 72 horas.  As plantas dos grupos d, e, f, 
foram inicialmente aspergidas com indutor, após 24, 48 e, 72 h, sob condições de 
temperatura ambiente e fotoperíodo de 12 horas (luz fluorescente 7,35 W m-2).  As 
folhas foram inoculadas, por aspersão, com as suspensões de conídios do isolado. 
Durante as primeiras 24h após a inoculação do patógeno, as plantas foram mantidas 
em câmara úmida (100% UR), temperatura ambiente e escuro. Em seguida, o material 
foi transferido para casa-de-vegetação e mantido sob condições de temperatura e 
luminosidade ambiente. A proteção das plantas foi avaliada 4 dias após a inoculação 
do patógeno de acordo com BACH (1997). 

Das plantas induzidas à proteção, foi realizado um extrato envolvendo 5g de 
folha em 10mL de tampão fosfato de sódio pH=7 0,05mol/L. Os extratos foram também 
submetidos a testes de quantificação de proteínas e fenóis.  

2.2	Purificação do extrato de alecrim e avaliação em folhas de cevada destacadas.

O extrato de alecrim foi submetido a cromatografia em gel filtração (Sephadex 
G-50), com tampão fosfato pH=7 0,05mol/L, coletando 2mL por tubo e preparando 
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pool de 4 frações. Todas as frações foram passadas no HPLC. 
Folhas de cevada foram colocadas em 6 placas de Petri, com umidade mantida 

por algodão, e pinceladas as referidas frações sendo 1) fração 0: volume externo 
da coluna; 2) fração 1: volume interno da coluna correspondente a 6mL; 3) fração 
2: volume interno da coluna correspondente a 10mL; 4) fração 3: volume interno da 
coluna correspondente a 14mL; 5) tampão fosfato como controle; 6) tampão fosfato 
para controle-fungo.  Após 72h foi pincelado o conídio do fungo em todas as placas 
com exceção da placa 5, correspondente à planta sadia. Após 5 dias foram observadas 
o aparecimento de lesões e observada a proteção. A fração que indicou proteção foi 
avaliada por HPLC.

Compostos fenólicos foram separados no equipamento HPLC (Young Lin YL 
9300) equipado com bomba quaternária, detector UV-vis e forno de coluna (YL9330). 
A coluna usada foi a Kinetex C18 (4.6mm×250mm i.d., 5um) e o comprimento de onda 
foi 254nm.  Eluição foi realizada a 1,0mL/min a 35ºC. A fase A consiste em metanol e 
fase B foi 0,1% de ácido acético em água. O volume injetado foi de 20uL. Os compostos 
usados como padrão foram adquiridos da Sigma (ácidos cumárico, ferúlico, cafeico, 
rutina, quercetina, canferol) e dissolvidos em solvente grau HPLC (metanol). Para 
identificação foi usado o tempo de retenção e áreas dos picos correlacionados com 
concentração pelo software Clarity. 

2.3	Estatística

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e a média analisada pelo 
método de Student`s ou Origin (Anova). 

3 | 	RESULTADOS

O extrato aquoso de folhas de alecrim apresentou 6,07mg de proteína e 2,52mg 
de fenol com atividade antioxidante de 950μmol TEAC*/g. A partir do extrato bruto 
foram feitas as diluições. 

Os resultados da indução de proteção podem ser observados na Tabela 1.  O 
extrato na concentração de 0,202mg apresentou variação de 55 até 70% nos intervalos 
de tempo variando de 24 até 72h, mas, quando o extrato apresentou 0,606mg e 0,303mg 
a proteção foi semelhante, variando de 65 ou 68% até 80%, nos mesmos intervalos de 
tempo entre indutor e patógeno. Como as proteções foram semelhantes, as plantas 
oriundas do tratamento de 0,303mg de proteína foram submetidas à quantificação 
de proteína, fenol e análise por cromatografia de camada delgada. Estes resultados 
vieram ao encontro com os encontrados por GUZZO et al. (1993); BACH et al. (2003; 
2012; 2014; 2015); CASTRO e BACH (2004).   
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Tratamentos  Extrato   mg   proteína
0,607 0,303 0,202

Alecrim água c x X x
Alecrim água 24h 68* a,c 65 a,d 55 a,e
Alecrim água 48h 78 a,f 78 a,g 60 a,h
Alecrim água 72h 80 a,i 80 a,i 70 a,j

Infectada 0 b 0 b 0 b

Tabela 1: Porcentagem de proteção em folhas de cevada submetidas ao tratamento com indutor 
(extrato de alecrim em diferentes concentrações) nos diferentes intervalos de tempo entre 

indutor e patógeno.
*Porcentagem de proteção. Primeira letra seguida por a, são significativamente diferentes do controle (plantas 

infectadas letra b) pelo teste T (P<0,05). Segunda letra diferente, indica diferença significativa nas linhas no 
mesmo tratamento.  Os números representam média de um total de 50 folhas/tratamento.  

**Quantidade de proteínas e fenóis seguidas por letra b, são significativamente diferentes do controle (plantas 
infectadas) pelo teste T (P<0,05).  

Quando folhas de cevada, oriundas do tratamento com extrato de alecrim na 
concentração de 0,303mg de proteína, foi submetida a extração, foi possível determinar 
a concentração de proteína e fenol (Tabela 2).  Observando primeiramente plantas 
sadias e infectadas, tem-se que plantas sadias apresentaram maior quantidade de 
proteína e, menor de fenol, sendo ao contrário em plantas infectadas quando estas 
apresentam baixa quantidade de proteína e maior quantidade de fenol, podendo ser 
devido pelo ataque do patógeno na planta com reação necrotrófica (Tabela 2). Já nas 
plantas tratadas, observou-se aumento de proteína conforme o aumento no intervalo 
de tempo. Os resultados estão de acordo com BACH et al. (2003, 2014, 2015) e 
CASTRO & BACH (2004).

Tratamentos mg proteína mg fenol
Alecrim água c 0,505 0,421
Alecrim água 24h 0,403 0,567
Alecrim água 48h 0,680 0,328
Alecrim água 72h 0,747 0,327
     
Sadia 0,773 0,490
Infectada 0,255 0,811

Tabela 2: Concentração de proteínas e fenóis presentes nos extratos de folhas de cevada 
submetidas ao tratamento com extrato de alecrim na concentração de 0.302mg de proteína. 

As folhas de cevada destacadas e pré-tratadas com as frações coletadas da 
coluna de Sephadex G-50, e depois pinceladas com o fungo, apresentaram lesões 
nas placas 1,2,4, quando comparadas com sadia e folha infectada-controle. Assim, a 
única fração da placa 3, foi a que apresentou proteção.  Esta fração foi avaliada no 
HPLC apresentando os seguintes compostos fenólicos: ácido clorogênico, ferúlico, 
quercetina e canferol (Tabela3). 
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Rt Concentração  Composto
2,260 1,500 ug ác. Clorogênico
2,650 0,570 ug ác. Ferúlico
3,280 0,570 ug Quercetina
3,760 8,00mV Composto não identificado
4,710 0,310 ug Canferol

Tabela 3: Resultado obtido no HPLC comparado com padrões fenólicos com respectivo tempo 
de retenção (Rt) e concentração.

Os resultados obtidos no trabalho apresentam concordância com ANDRADE et 
al (2018) e AL-SEREITI et al (1999) mostrando que polifenóis são compostos químicos 
antioxidantes e classificados como ácidos fenólicos, flavonóides e não flavonóides. 
As propriedades antioxidantes podem ser responsáveis pela defesa de plantas contra 
patógenos e predadores, podendo controlar, também, infeções em humanos. Existem 
vários polifenóis no alecrim, sendo o ácido clorogênico o mais abundante, e um dos 
responsáveis pela indução de resistência na folha de cevada. 

4 | 	CONCLUSÃO

Concluiu-se que o extrato de alecrim promoveu a indução de resistência em 
plantas de cevada no controle do fungo causador da mancha foliar, tendo o ácido 
clorogênico como um dos compostos responsáveis pela indução de resistência em 
plantas. 
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