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Estudo dos efeitos da digestdo gastrointestinal in vitro e fermentacéao
colonica em extratos fendlicos e bioatividades de Rosmarinus officinalis L.
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Palavras chave: atividade antioxidante; potencial antiproliferativo; efeito bactericida;
estabilidade dos fitoquimicos; acido rosmarinico

RESUMO
Foram estudadas potenciais perdas de fitoquimicos que ocorrem ao longo de passos sequenciais

de digestdo gastrointestinal in vitro e fermentacdo colonica de um extrato aquoso de alecrim.
Os extratos iniciais (Cl), digeridos (DE) e fermentados (FE) foram caracterizados em termos
das suas propriedades bioativas e composi¢do fenolica. O &cido rosmarinico, o principal
componente do ClI, sofreu a degradacdo mais significativa, verificando-se uma diminuicao de
60%.

1. INTRODUCTION

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) é uma planta originaria do Mediterraneo, popularmente
conhecida como alecrim [1]. Além do seu uso culinario, € também utilizada para fins
terapéuticos desde a antiguidade [2]. A Unido Europeia considerou o extrato de alecrim como
conservante alimentar seguro e eficiente, sendo o acido rosmarinico (AR) o seu principal
constituinte [3]. Os extratos ricos em AR ndo sO possuem efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e hepatoprotetores [4], mas também previnem a oxidacdo em alimentos sem
comprometer a aceitagcdo sensorial dos mesmos, 0 que endossa 0 seu uso como ingrediente
alimentar. No entanto, as informacdes sobre a estabilidade dos compostos bioativos no extrato
de alecrim séo escassas. O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos dos compostos
fendlicos ao longo dos processos mimetizados de digestdo gastrointestinal in vitro e
fermentacdo colonica de um extrato aquoso de alecrim, com especial interesse no AR. Os
extratos de alecrim inicial (Cl), digerido (DE) e fermentado (FE) foram
caracterizados/comparados relativamente ao seu perfil fendlico e bioatividades (antioxidante,
antibacteriana e antiproliferativa).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras e preparacao dos extratos

As folhas secas de alecrim foram adquiridas num estabelecimento comercial (Maringa-PR,
Brasil). Para obtencdo do extrato inicial, 20 g de folhas foram colocadas em 100 mL de agua
sob agitacdo durante 1h. Para a preparacdo do extrato digerido foram usados 13 g de Cl e a
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simulacdo gastrointestinal envolveu passos sequenciais de digestdo gastrica (solucdo de saliva
artificial, a-amilase, fluido gastrico artificial, pH 1,2) e digestao intestinal (NaCl, KCl e liquido
intestinal artificial, pH 6,0). Finalmente o extrato fermentado (FE) foi preparado a partir do DE
num meio de tampé&o carbonato-fosfato com um indculo obtido a partir de fezes de ratos Wistar
machos (4762290915/2015-CEUA-UEM). Foi preparado um controlo para verificar a auséncia
de fendlicos na dieta dos ratos. Todos os extratos foram filtrados e liofilizado para analises
posteriores [5-6].

2.2 Determinacao e quantificacao de compostos fendlicos

Os extratos liofilizados foram redissolvidos numa mistura de metanol:agua (20:80, v/v) e
caracterizados quanto ao seu perfil fendlico por HPLC-DAD-ESI/MSn. A identificacdo foi
realizada comparando os tempos de retencdo com os espectro UV-vis e de massa e com dados
disponiveis na literatura. A quantificacdo foi feita a partir das areas dos picos registados a 280
e 370 nm por comparacao com as curvas de calibracdo obtidas de padrées comerciais [7].

2.1 Avaliacgéo 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 pulméo), HelLa (carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular) [10].
A citotoxicidade foi também avaliada em células de figado de porco (células ndo tumorais,
PLP2) [11]. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi testada nos extratos dissolvidos em agua
usando o método de microdilui¢do e o ensaio colorimétrico de cloreto de p-iodonitrotetrazdlio
(INT) para determinar a concentragdo minima inibitoria (CMI) [12].

Foi efetuada uma anélise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste HSD de Tukey
(p = 0,05) para os resultados da caracterizacdo quimica. 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, versao 23.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés extratos apresentaram um perfil fendlico muito semelhante. Foram identificados
dezasseis compostos, dez acidos fendlicos (derivados do acido cafeico e rosmarinico) e seis
flavonoides (derivados da luteolina e da quercetina). Como era expectavel, o acido rosmarinico
foi o principal componente encontrado em todas as amostras (6,9 mg/g em CI), seguido de
acido yunnaneico F, luteolina-O-glucurdnido e acido sagerinico.

A perda de compostos fendlicos mais pronunciada ocorreu ao longo da etapa de digestdo
gastrointestinal in vitro, apos a qual foi observada uma reducdo de 26% no contetdo de
compostos fendlicos totais (FT). O AR presente em CI diminuiu quase 61% apos a digestao,
tendo-se observado uma menor reducédo para os outros compostos fendlicos. Apés fermentacao
coldnica, o Cl apresentou uma reducdo adicional do contetido de FT de quase 21%, sendo que
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nesta fase o AR sofreu uma nova degradacéo de 13,7%. O acido sagerinico e a luteolina foram
0s compostos com as alteracbes mais pronunciadas, sofrendo uma deplecdo por volta de 42%
e 55%, respetivamente. A principal causa da degradacao de AR poderia ser explicada pela acdo
do extrato pancreatico rico em esterases. Embora isso pareca uma explicacao plausivel, essa
interpretacdo ndo pode ser considerada como definitiva, na medida em que ndo foi observado
um aumento de &cido cafeico e derivados apds esse processo.

De uma forma geral, a digestdo 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 0s ensaios.

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

Extrato inicial Extrato digerido Extrato fermentado
DPPH ECso (ug/mL) 14,9 + 0,52 20,1 +0,5° 20,0 £0,2°
ABTS ECso (ng/mL) 6,5+0,3° 7,9+0,3 8,0 £ 0,4
FRAP mM TE/mg extrato 2,5+0,3? 1,7+0,1° 1,8+0,2°
ORAC mM  TE/mg 9,1+£0,5° 8,2+ 0,6° 5,54 + 0,04°
extrato
TBARS ECso (ug/mL) 260 £ 72 369 + 27° 554 + 16°

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

O CI e DE ndo apresentaram qualquer atividade antiproliferativa, no entanto, FE exibiu uma
atividade antiproliferativa na linha celular HeLa (Glso = 116 pg/mL). Considerando que os
compostos fendlicos sofreram reducgdes significativas ao longo dos passos de digestdo e
fermentacéo, estes podem ndo ser 0s responsaveis por esta bioatividade. Devera ser também
considerada a hipdtese de que a microbiota fecal que transformou o extrato durante o processo
de fermentacéo 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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MSSA 0,625 1,25 1,25

MRSA 0,625 1,25 1,25
Staphylococcus aureus 1,25 1,25 2,5

Nenhum dos extratos apresentou toxicidade na cultura priméaria PLP2, sendo que os valores de
Glso obtidos foram todos superiores & maxima concentracdo testada (400 ug/mL). Esta auséncia
de citotoxicidade aqui verificada é muito importante, considerando a potencial aplicacédo de Cl
em sistemas alimentares.

Relativamente a atividade antibacteriana (Tabela 2), Cl e DE revelaram-se moderadamente
eficazes contra o crescimento de Staphylococcus aureus, S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) e sensivel a meticilina (MSSA) e também contra Listeria monocytogenes. FE revelou-
se também moderadamente eficaz contra o crescimento de MRSA e MSSA. E importante
mencionar que as estirpes bacterianas sdo multirresistentes e que por isso apresentam uma
resisténcia ao perfil antibiético muito superior as estirpes ATCC [12].

4. CONCLUSAO

Atendendo a bioatividade relevante exibida pelo extrato aquoso de R. officinalis rico em acido
rosmarinico, os resultados aqui descritos indicam a sua potencial utilizacdo como um aditivo
alimentar, seja como conservante e/ou ingrediente funcional. A fim de evitar perdas
fitoquimicas que comprometam a sua eficacia e funcionalidade, a microencapsulagdo deste
extrato deveria ser estudada em trabalhos futuros de forma a garantir a biodisponibilidade dos
compostos bioativos.
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