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estabilidade dos fitoquímicos; ácido rosmarínico 

 

RESUMO 

Foram estudadas potenciais perdas de fitoquímicos que ocorrem ao longo de passos sequenciais 

de digestão gastrointestinal in vitro e fermentação colónica de um extrato aquoso de alecrim. 

Os extratos iniciais (CI), digeridos (DE) e fermentados (FE) foram caracterizados em termos 

das suas propriedades bioativas e composição fenólica. O ácido rosmarínico, o principal 

componente do CI, sofreu a degradação mais significativa, verificando-se uma diminuição de 

60%. 

 

1. INTRODUCTION 

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) é uma planta originária do Mediterrâneo, popularmente 

conhecida como alecrim [1]. Além do seu uso culinário, é também utilizada para fins 

terapêuticos desde a antiguidade [2]. A União Europeia considerou o extrato de alecrim como 

conservante alimentar seguro e eficiente, sendo o ácido rosmarínico (AR) o seu principal 

constituinte [3]. Os extratos ricos em AR não só possuem efeitos anti-inflamatórios, 

antioxidantes e hepatoprotetores [4], mas também previnem a oxidação em alimentos sem 

comprometer a aceitação sensorial dos mesmos, o que endossa o seu uso como ingrediente 

alimentar. No entanto, as informações sobre a estabilidade dos compostos bioativos no extrato 

de alecrim são escassas. O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos dos compostos 

fenólicos ao longo dos processos mimetizados de digestão gastrointestinal in vitro e 

fermentação colónica de um extrato aquoso de alecrim, com especial interesse no AR. Os 

extratos de alecrim inicial (CI), digerido (DE) e fermentado (FE) foram 

caracterizados/comparados relativamente ao seu perfil fenólico e bioatividades (antioxidante, 

antibacteriana e antiproliferativa). 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Amostras e preparação dos extratos  

As folhas secas de alecrim foram adquiridas num estabelecimento comercial (Maringá-PR, 

Brasil). Para obtenção do extrato inicial, 20 g de folhas foram colocadas em 100 mL de água 

sob agitação durante 1h. Para a preparação do extrato digerido foram usados 13 g de CI e a 
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simulação gastrointestinal envolveu passos sequenciais de digestão gástrica (solução de saliva 

artificial, α-amilase, fluído gástrico artificial, pH 1,2) e digestão intestinal (NaCl, KCl e líquido 

intestinal artificial, pH 6,0). Finalmente o extrato fermentado (FE) foi preparado a partir do DE 

num meio de tampão carbonato-fosfato com um inóculo obtido a partir de fezes de ratos Wistar 

machos (4762290915/2015-CEUA-UEM). Foi preparado um controlo para verificar a ausência 

de fenólicos na dieta dos ratos.  Todos os extratos foram filtrados e liofilizado para análises 

posteriores [5-6]. 

 

2.2 Determinação e quantificação de compostos fenólicos 

Os extratos liofilizados foram redissolvidos numa mistura de metanol:água (20:80, v/v) e 

caracterizados quanto ao seu perfil fenólico por HPLC-DAD-ESI/MSn. A identificação foi 

realizada comparando os tempos de retenção com os espectro UV-vis e de massa e com dados 

disponíveis na literatura. A quantificação foi feita a partir das áreas dos picos registados a 280 

e 370 nm por comparação com as curvas de calibração obtidas de padrões comerciais [7]. 

 

2.1 Avaliação das bioatividades 

Foram aplicados cinco métodos para avaliar a atividade antioxidante dos extratos: FRAP; 

ORAC [8]; DPPH; ABTS e TBARS [9]. A atividade antiproliferativa foi avaliada pelo ensaio 

de sulforrodamina B em 4 linhas celulares: MCF-7 (carcinoma de mama), NCI-H460 

(carcinoma de pulmão), HeLa (carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular) [10]. 

A citotoxicidade foi também avaliada em células de fígado de porco (células não tumorais, 

PLP2) [11]. A avaliação da atividade antibacteriana foi testada nos extratos dissolvidos em água 

usando o método de microdiluição e o ensaio colorimétrico de cloreto de p-iodonitrotetrazólio 

(INT) para determinar a concentração mínima inibitória (CMI) [12].  

Foi efetuada uma análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida do teste HSD de Tukey 

(p = 0,05) para os resultados da caracterização química. para Os resultados da atividade 

antioxidante foram analisados  por ANOVA, seguida de teste post hoc de Student-Newman-

Keuls (p <0,05), usando o programa IBM SPSS Statistics, versão 23.0. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os três extratos apresentaram um perfil fenólico muito semelhante. Foram identificados 

dezasseis compostos, dez ácidos fenólicos (derivados do ácido cafeico e rosmarínico) e seis 

flavonoides (derivados da luteolina e da quercetina). Como era expectável, o ácido rosmarínico 

foi o principal componente encontrado em todas as amostras (6,9 mg/g em CI), seguido de 

ácido yunnaneico F, luteolina-O-glucurónido e ácido sagerínico. 

A perda de compostos fenólicos mais pronunciada ocorreu ao longo da etapa de digestão 

gastrointestinal in vitro, após a qual foi observada uma redução de 26% no conteúdo de 

compostos fenólicos totais (FT). O AR presente em CI diminuiu quase 61% após a digestão, 

tendo-se observado uma menor redução para os outros compostos fenólicos. Após fermentação 

colónica, o CI apresentou uma redução adicional do conteúdo de FT de quase 21%, sendo que 
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nesta fase o AR sofreu uma nova degradação de 13,7%. O ácido sagerínico e a luteolina foram 

os compostos com as alterações mais pronunciadas, sofrendo uma depleção por volta de 42% 

e 55%, respetivamente. A principal causa da degradação de AR poderia ser explicada pela ação 

do extrato pancreático rico em esterases. Embora isso pareça uma explicação plausível, essa 

interpretação não pode ser considerada como definitiva, na medida em que não foi observado 

um aumento de ácido cafeico e derivados após esse processo.  

De uma forma geral, a digestão gastrointestinal in vitro diminuiu a atividade antioxidante nos 

métodos DPPH, ABTS, FRAP, ORAC e TBARS (Tabela 1), embora o CI tenha apresentado 

valores de capacidade antioxidante promissores em todos os ensaios. 

 

Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos avaliada por diferentes métodos (média ± DP). 

 Extrato inicial Extrato digerido Extrato fermentado 

DPPH EC50 (µg/mL) 14,9 ± 0,5a 20,1 ± 0,5b 20,0 ± 0,2b 

ABTS EC50 (µg/mL) 6,5 ± 0,3a 7,9 ± 0,3b 8,0 ± 0,4b 

FRAP mM TE/mg extrato 2,5 ± 0,3a 1,7 ± 0,1b 1,8 ± 0,2b 

ORAC mM TE/mg 

extrato 

9,1 ± 0,5a 8,2 ± 0,6a 5,54 ± 0,04b 

TBARS EC50 (µg/mL) 260 ± 7a 369 ± 27b 554 ± 16c 

Em cada linha, letras diferentes significam diferenças estatisticamente significantes (p<0.05).  
 

O CI e DE não apresentaram qualquer atividade antiproliferativa, no entanto, FE exibiu uma 

atividade antiproliferativa na linha celular HeLa (GI50 = 116 μg/mL). Considerando que os 

compostos fenólicos sofreram reduções significativas ao longo dos passos de digestão e 

fermentação, estes podem não ser os responsáveis por esta bioatividade. Deverá ser também 

considerada a hipótese de que a microbiota fecal que transformou o extrato durante o processo 

de fermentação in vitro poderia desempenhar um papel na bioatividade.  

Tabela 2. Atividade antimicrobiana (valores de CMI, mg/mL) dos extratos de alecrim. 

 
Extrato inicial Extrato digerido Extrato 

fermentado 

Bactérias Gram-negativo    

Acinetobacter baumannii 2,5 5 20 

Escherichia coli ESBL 5 5 5 

Escherichia coli 5 5 5 

Klebsiella pneumoniae 20 20 20 

Klebsiella pneumoniae 

ESBL 
10 10 10 

Morganella morganii 2,5 2,5 2,5 

Pseudomonas aeruginosa 20 20 >20 

Bactérias Gram-positivo    

Enterococcus faecalis 5 10 10 

Listeria monocytogenes 1,25 0,625 5 
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MRSA 0,625 1,25 1,25 

MSSA 0,625 1,25 1,25 

Staphylococcus aureus 1,25 1,25 2,5 

Nenhum dos extratos apresentou toxicidade na cultura primária PLP2, sendo que os valores de 

GI50 obtidos foram todos superiores à máxima concentração testada (400 μg/mL). Esta ausência 

de citotoxicidade aqui verificada é muito importante, considerando a potencial aplicação de CI 

em sistemas alimentares. 

Relativamente à atividade antibacteriana (Tabela 2), CI e DE revelaram-se moderadamente 

eficazes contra o crescimento de Staphylococcus aureus, S. aureus resistente à meticilina 

(MRSA) e sensível à meticilina (MSSA) e também contra Listeria monocytogenes. FE revelou-

se também moderadamente eficaz contra o crescimento de MRSA e MSSA. É importante 

mencionar que as estirpes bacterianas são multirresistentes e que por isso apresentam uma 

resistência ao perfil antibiótico muito superior às estirpes ATCC [12]. 

 

4. CONCLUSÃO 

Atendendo à bioatividade relevante exibida pelo extrato aquoso de R. officinalis rico em ácido 

rosmarínico, os resultados aqui descritos indicam a sua potencial utilização como um aditivo 

alimentar, seja como conservante e/ou ingrediente funcional. A fim de evitar perdas 

fitoquímicas que comprometam a sua eficácia e funcionalidade, a microencapsulação deste 

extrato deveria ser estudada em trabalhos futuros de forma a garantir a biodisponibilidade dos 

compostos bioativos. 
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