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Resumo 

 

Ao longo da história da Humanidade, as plantas e seus extratos foram utilizados em 

diversos contextos, inclusivamente durante milhares de anos a medicina tradicional 

dependeu fortemente de medicamentos derivados de plantas para tratar vários 

problemas de saúde, em grande parte devido à presença de metabolitos biologicamente 

ativos. Estes compostos, incluindo antioxidantes e agentes antimicrobianos, têm sido 

utilizados devido aos seus potenciais benefícios à saúde. Quando se trata da indústria 

alimentar e das tendências de consumo associadas, observa-se uma preferência cada vez 

maior por produtos livres de conservantes sintéticos e minimamente processados. 

Assim, são necessárias alternativas naturais, quer para aplicação direta nos alimentos, 

quer para incorporação em embalagens. 

De modo a valorizar e descobrir novas aplicações para diferentes recursos endógenos do 

centro de Portugal, estudaram-se as suas atividades antimicrobiana e anti-biofilme em 

três microrganismos patogénicos de origem alimentar: Pseudomonas aeruginosa, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. Verificou-se que extratos aquosos de 

folha de oliveira apresentaram atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa e S. 

aureus, que o extrato etanólico do mesmo recurso apenas apresentou em P. aeruginosa 

e o metanólico somente em S. aureus. Extratos aquosos de folha de sabugueiro, extratos 

aquosos e etanólicos de folha de medronheiro, extratos metanólicos de medronho e 

extratos aquosos e etanólicos de folha de castanheiro demonstraram atividade inibitória 

face aos três microrganismos testados, e extratos etanólicos da pele interior da castanha 

são eficazes em S. aureus e L. monocytogenes. Relativamente à influência dos extratos 

na formação de biofilme, verificou-se interferência de extratos aquosos de folha de 

castanheiro em biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa, de extratos aquosos de folha de 

oliveira em S. aureus e ainda de um extrato metanólico e etanólico deste recurso em 

apenas um destes microrganismos, respetivamente. Extratos aquosos de folha de 

medronheiro são eficazes na inibição de formação de biofilmes de S. aureus e L. 

monocytogenes, e um extrato aquoso de folha de sabugueiro demonstrou-se eficaz nos 

três microrganismos. Em biofilmes maduros, destacou-se a ação de um extrato aquoso e 

etanólico de folha de oliveira em biofilmes de P. aeruginosa e de um extrato aquoso de 

folha de medronheiro em biofilmes de L. monocytogenes. Concluiu-se que os extratos 

vegetais dos recursos testados têm potencial para apresentar uma nova alternativa 

natural aos conservantes sintéticos, e consequentemente vir no futuro a ser utilizados 

pela indústria alimentar. 
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Abstract 

 

Throughout mankind history, plants and their extracts were used in diverse contexts, for 

thousands of years traditional medicine heavily relied on plant-derived remedies to 

address various health concerns, in great part due to the presence of biologically active 

metabolites. These compounds, including antioxidants and antimicrobial agents, have 

been used for their potential health benefits. When it comes to the food industry and 

associated consumer trends, an increasing preference is observed for products free of 

synthetic preservatives and minimally processed. Instead, natural alternatives are 

needed, either for direct application to food or for incorporating into packaging. 

In this project, antimicrobial and anti-biofilm activities of several endogenous resources 

from central Portugal were studied on three food borne pathogens: Pseudomonas 

aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. It was found that aqueous 

olive leaf extracts have antimicrobial activity against P. aeruginosa and S. aureus, 

ethanolic extract only for P. aeruginosa and methanolic only for S. aureus. Aqueous 

extracts of elderberry leaf, aqueous and ethanolic extracts of Arbutus unedo leaf, 

methanolic extracts of A. unedo fruit and aqueous and ethanolic extracts of chestnut leaf 

demonstrated inhibitory activity against the three microorganisms tested, and ethanolic 

extracts from the inner skin of the chestnut are effective on S. aureus and L. 

monocytogenes. Regarding the influence of extracts on biofilm formation, there was 

interference from aqueous chestnut leaf extracts on biofilms of S. aureus and P. 

aeruginosa, aqueous olive leaf extract in S. aureus and from methanolic and ethanolic 

extracts of this resource in only one of these microorganisms, respectively. Aqueous 

extracts of A. unedo leaf are effective in inhibiting biofilm formation of S. aureus and L. 

monocytogenes, and an aqueous extract of elderberry leaf has been shown to be effective 

against all three microorganisms. Regarding mature biofilms, the dispersal effects of 

aqueous and ethanolic extracts of olive leaves on P. aeruginosa biofilms and of A. unedo 

leaves aqueous extract on L. monocytogenes biofilms were particularly noteworthy. It 

was concluded that plant extracts from the tested resources have the potential to present 

a new natural alternative to synthetic preservatives, and consequently be used in the 

future by the food industry. 
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Capítulo 1 

 

Introdução 

O Centro de Apoio Tecnológico Agro-Alimentar (CATAA), com localização em Castelo Branco, 

visa proporcionar apoio tecnológico ao setor alimentar através de investigação, prestação de 

serviços à população e ainda através do desenvolvimento de novos produtos alimentares. É 

constituído por três unidades laboratoriais (físico-química, microbiologia e análise sensorial) e 

quatro unidades piloto (lácteos, cárneos, azeites e hortofrutícolas). 

O estágio final de Mestrado em Bioquímica foi inserido no Programa Integrado de IC&DT 

CULTIVAR – Rede de Competências para o Desenvolvimento Sustentável e Inovação no Setor 

Agroalimentar, um projeto que pretende valorizar os recursos genéticos endógenos da Região 

Centro e impulsionar o setor agroalimentar de forma sustentável. Assim, o trabalho de estágio 

focou-se na caracterização de atividades antimicrobiana e anti-biofilme de alguns destes recursos 

endógenos de modo a avaliar o seu potencial uso como conservantes naturais. 

No início do estágio, elaborou-se uma pesquisa bibliográfica de modo a selecionar recursos de 

interesse disponíveis na época desejada, técnicas de extração vegetal e metodologias para o estudo 

das atividades antimicrobiana e anti-biofilme. Após esta fase, iniciou-se a produção dos extratos 

a partir dos recursos selecionados, e a sua testagem para as características pretendidas, no 

laboratório de microbiologia. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente. 

Durante a realização do trabalho de investigação, a presença no CATAA serviu também como 

meio de contacto com um contexto laboratorial externo ao ensino, que permitiu o 

acompanhamento de várias técnicas, análises e ensaios que enriqueceram as competências 

adquiridas na universidade e as inserem num ambiente laboral. 
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Capítulo 2 

 

Local de Estágio e Atividades Desenvolvidas 

 

2.1 Laboratórios 

2.1.1 Laboratório de Microbiologia 

O Laboratório de Microbiologia é constituído por várias salas dispostas de modo a promover o 

sentido da “marcha em frente”, ou seja, cada fase do processo de análise microbiológica está 

atribuída a uma sala, e estas estão dispostas de modo que a amostra não retroceda no seu 

percurso, isto para evitar qualquer contaminação cruzada. Assim, existem salas definidas para a 

preparação de meios e esterilização de material, preparação de amostras, sementeiras, ensaios de 

biologia molecular, incubação, e ainda um espaço dedicado à limpeza e descontaminação do 

material.  

Neste laboratório é possível encontrar uma variedade de equipamentos tais como balanças, 

agitadores peristálticos, autoclaves, banho termostatizado, câmaras de fluxo laminar de 

segurança biológica classe II, estufas, microscópios, centrífugas e todas as salas estão equipadas 

com filtros de ar HEPA (do inglês, High Efficiency Particulate Air). 

No decorrer do estágio, o trabalho de investigação percorreu todas áreas do laboratório de 

microbiologia na preparação de meios, pesagens e diluições, inoculações, incubações, bem como 

esterilização e limpeza do material. 

  

2.1.2 Laboratório de Físico-Química 

O Laboratório de Físico-Química dispõe de uma sala ampla com algumas divisões dedicadas a 

equipamentos de grandes dimensões. Neste laboratório é possível encontrar equipamentos como 

hottes, evaporador rotativo, agitador orbital, cromatógrafos, liofilizadores, entre outros, bem 

como material de vidro corrente e diversos reagentes. 

O espaço e equipamentos do Laboratório de Físico-Química foram utilizados durante o estágio 

para a finalização de alguns extratos. 
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2.1.2 Unidades Piloto 

As Unidades Piloto consistem em áreas dedicadas à produção de novos produtos de vários géneros 

alimentares: hortofrutícolas, azeites, cárneos e lacticínios. 

Nestes espaços encontram-se diversos equipamentos como desidratadores, robôs de cozinha, 

câmaras frigoríficas, extratores de óleo, moinhos, equipamentos para produção de azeite e queijo, 

entre muitos mais. 

Durante o estágio, as Unidades Piloto foram utilizadas na preparação das amostras para a 

elaboração dos extratos, ou seja, lavagem, secagem e trituração do material vegetal.  

 

2.2 Atividades 

 2.2.1 Preparação de material de laboratório 

Tal como as amostras recebidas, também o material adota um percurso específico no Laboratório 

de Microbiologia. Após elaboração de um ensaio, todo o material utilizado é levado para uma sala 

destinada à sua descontaminação, sendo colocado numa autoclave designada para este efeito. Ao 

terminar um ciclo de 30 minutos a 121ºC, o material reutilizável é lavado numa máquina de lavar 

com detergente e água purificada, e posteriormente colocado numa estufa para secagem. 

Aquando da necessidade de nova utilização, o material é levado para a sala de esterilização e 

preparação de meios, e após ser submetido a um novo ciclo de autoclave de 15 minutos a 121ºC, 

regressa ao seu devido local no laboratório. 

De modo a garantir a segurança e o bom funcionamento das autoclaves, utilizam-se indicadores 

químicos e biológicos. O indicador químico consiste numa fita com riscas brancas que se alteram 

para preto na presença de altas temperaturas. O indicador biológico é uma ampola com 

Geobacillus stearothermophilus (ATCC® 7953) e um indicador colorimétrico (Sterikon® Plus 

Bioindicator, Merck, Darmstadt, Alemanha). Esta ampola é colocada na autoclave e após o ciclo 

é incubada a 60ºC durante 48 horas. Se a cor da ampola não sofrer alteração, garante-se a 

inativação do microrganismo e consequentemente o bom funcionamento do equipamento. 

 

 2.2.2 Preparação de meios de cultura 

A preparação de meios de cultura é realizada na sala destinada a este fim e à esterilização de 

material. Primeiramente, é necessário determinar as quantidades de meio de cultura necessárias 

a utilizar, e calcular as quantidades adequadas tanto de meio como de água. Antes de se iniciar a 

preparação do meio de cultura deve sempre desinfetar-se e limpar a bancada com álcool etílico 

70% (v/v), presente em todas as salas, verificar a tara da balança (através de um peso padrão) e 

preparar todo o material necessário. Após pesagem, hidratação do meio e, em caso de 
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necessidade, ajuste do pH, o recipiente onde este foi preparado deve ser identificado com 

indicador químico, a sigla do meio de cultura em maiúsculas, seguido da data de preparação, e 

levado à autoclave para esterilização. Concluído o ciclo, o meio deve ser arrefecido em banho 

termostatizado a 45-50ºC antes de ser utilizado e, em caso de sobrar quantidade após utilização, 

esta deve ser armazenada num frigorífico a 4ºC. 

 

 2.2.3 Análises microbiológicas 

No CATAA são realizadas análises de pesquisa e contagem de microrganismos de diferentes 

amostras alimentares. Durante o estágio decorreram análises a patê, carne moída e castanha.  

As metodologias aplicadas para tal são as definidas pela International Standardization 

Organization (ISO) e todos os protocolos utilizados encontram-se reunidos num dossier para 

consulta em caso de necessidade. Na sala de preparação de amostras, a amostra é pesada e 

prepara-se a suspensão inicial, ou solução-mãe, com água peptonada tamponada. A solução é 

colocada num homogenizador (Stomacher®), um equipamento que simula os movimentos 

peristálticos, de modo a homogeneizar a amostra e só depois segue para a sala das sementeiras, 

onde é sucessivamente diluída e inoculada de acordo com o protocolo adequado. As placas seguem 

para a sala de incubação onde são colocadas em estufa à temperatura ótima de crescimento do 

microrganismo em questão.  

Após o tempo de incubação, as placas são analisadas, por contagem das Unidades Formadoras de 

Colónias (UFC), e em caso de necessidade aplicam-se ensaios de confirmação, para garantir a 

presença ou ausência de microrganismos específicos. 

Durante o período de estágio foram analisadas diversas amostras, como exemplo numa amostra 

de patê foi pesquisada a presença de Listeria monocytogenes. No caso da amostra de carne moída, 

realizaram-se ensaios de contagem para microrganismos a 30ºC, Escherichia coli β-

glucuronidase positiva e Staphylococcus coagulase positivos, e ensaios de pesquisa de Salmonella 

spp. e Listeria monocytogenes. Relativamente à castanha, foi feito um ensaio de contagem de 

bolores, leveduras e microrganismos a 30ºC. 

Na sequência de algumas análises microbiológicas há a necessidade de aplicar testes de 

confirmação, que consistem na caracterização das colónias isoladas através de diferentes técnicas 

de modo a, como o nome indica, confirmar a presença de um microrganismo específico na 

amostra.  

2.2.3.1 Provas de confirmação biológica 

A coloração de Gram é uma técnica que permite fazer a distinção entre bactérias Gram positivas 

e bactérias Gram negativas, e observar a sua forma e disposição. Para realizar este teste é 

necessário fazer um esfregaço do microrganismo em questão, e de seguida adicionar 
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consecutivamente violeta de cristal, lugol, solução descorante (álcool-acetona) e safranina, 

lavando com água destilada entre a aplicação de cada reagente. As bactérias Gram positivas 

adotam uma coloração violeta/azul, pois devido à sua camada única e mais espessa de 

peptidoglicano, retêm o primeiro corante aplicado, enquanto as bactérias Gram negativas 

apresentam uma cor rosa/vermelho, retendo apenas a coloração da safranina. 

O teste da oxidase identifica bactérias que apresentem a enzima citocromo C oxidase. Este teste é 

elaborado através de tiras comerciais, onde se coloca o inóculo. Se ocorrer alteração da cor a 

bactéria apresenta esta enzima e é, portanto, capaz de realizar respiração aeróbia. 

Relativamente ao teste da catalase, este é utilizado para determinar a presença de uma enzima 

com o mesmo nome, responsável pela produção de radicais livres de oxigénio. Um resultado 

positivo apresenta-se como produção de gás (oxigénio) ao aplicar peróxido de hidrogénio ao 

inóculo, observável pela ocorrência de efervescência. 

A hemólise é uma prova de confirmação comumente utilizada para verificar a lise de hemácias 

pelo microrganismo. O microrganismo isolado é inoculado em agar-sangue, e em caso de teste 

positivo devem observar-se halos circundantes à colónia, indicando degradação das hemácias. 

Por fim, as galerias API® consistem num conjunto de testes bioquímicos que permitem identificar 

um perfil bacteriano característico, avaliando parâmetros como glucose, hormona antidiurética 

(ADH), ureia, entre outros. As galerias devem ser inoculadas e incubadas de acordo com as 

instruções de fabrico e os resultados avaliados como positivos ou negativos. Os valores positivos 

são somados de modo a obter um valor numérico que é comparável com uma base de dados para 

determinar o microrganismo presente. 

 

 2.2.4 Ensaios de biologia molecular 

Durante o estágio realizaram-se ensaios de isolamento e sequenciação de ácidos nucleicos de 

microrganismos, bem como sequenciações genómicas. Estes ensaios requerem a utilização de 

reagentes tratados contra RNases e DNases de modo a não degradarem o material genético. Após 

a extração do material genético a sequenciação é realizada num sequenciador Nanopore 

(MinION® da Oxford Nanopore Technologies), um equipamento que permite a análise em tempo 

real de fragmentos longos de RNA ou DNA através da monitorização da corrente elétrica 

produzida pela passagem do ácido nucleico através de um poro.  

Estes tipos de ensaio são realizados através de kits comerciais, que se fazem também acompanhar 

não só dos reagentes e enzimas necessários, mas também de protocolos estabelecidos pelo 

fabricante.  
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2.2.5 Ensaio da conservação da castanha 

Ao longo do estágio, realizou-se no CATAA um ensaio onde se avaliou a influência de diferentes 

formas de conservação da castanha na sua qualidade e tempo de vida útil. Grupos de 20 castanhas 

foram, em triplicado, armazenadas em diferentes atmosferas (5% CO2, 15% CO2 e Ionizada) 

durante 150 dias. A cada 30 dias, as castanhas eram avaliadas quanto à massa, cor interior e 

exterior, textura, pH e era ainda feita uma análise sensorial. 

Pretendia-se determinar qual a melhor forma de armazenar a castanha, para fornecer aos 

produtores uma forma de conservarem este fruto durante mais tempo, evitando desperdício.  

 

 

2.2.6 Construção de retas UFC vs Densidade Ótica (DO) 

De modo a avaliar o comportamento de microrganismos e estabelecer uma relação entre a DO das 

suas culturas e as unidades formadoras de colónias, realizou-se um ensaio para Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Estas 

bactérias foram inoculadas em placas de Nutrient Agar (NA), Mueller Hinton Agar (MHA), 

Tryptic Soy Agar (TSA) e NA, respetivamente, a partir de culturas criopreservadas em 1:2 de 

glicerol 30%, para revivificação. Após 20-24 horas, eram retiradas algumas colónias, e colocadas 

em crescimento em Nutrient Broth (NB), Mueller Hinton Broth (MHB), Tryptic Soy Broth (TSB) 

e água peptonada tamponada (APT), respetivamente, a 30ºC. Ao longo de 8-12h, retiravam-se 

pequenas alíquotas das culturas, para determinar as suas DO no espetrofotómetro. 

Paralelamente, quando o microrganismo atingia a fase exponencial de crescimento, eram 

plaqueadas diluições de 1:10 em PBS, em placas de NA, MHA, TSA e NA, respetivamente. Assim, 

pretendiam-se obter dois gráficos: um gráfico DO vs Tempo, resultante das medições 

espetrofotométricas ao longo do tempo, e um gráfico UFC vs DO obtido através da contagem das 

colónias obtidas em placa.  

As retas DO vs Tempo, foram utilizadas para determinar o início da fase exponencial dos 

microrganismos utilizados no trabalho, encontrando-se os gráficos das suas curvas de 

crescimento no Anexo I.   
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Capítulo 3 

 

Enquadramento Teórico 

 

3.1 Uso tradicional de plantas e o seu potencial uso na 

indústria alimentar 

Desde a Antiguidade que a Humanidade utiliza recursos naturais vegetais, quer para dar sabor a 

alimentos e bebidas, quer para fins medicinais de modo a tratar ou prevenir algumas doenças 

(Negi, 2012). Algumas destas plantas, consideradas medicamentos tradicionais, são ainda hoje 

utilizadas como parte de tratamentos habituais para determinadas doenças e como conservantes 

alimentares (Alviano & Alviano, 2009), sendo exemplos: o uso de folhas e de plantas aromáticas 

na preparação de infusões (Aleksic & Knezevic, 2014); o ácido acetilsalicílico, mais conhecido 

como aspirina, cujo predecessor ácido salicílico era originalmente extraído da casca do sabugueiro 

pelas civilizações egípcias e utilizado no alívio de dores musculares e articulares (Jones, 2010; 

Lichterman, 2004; Montirani et al., 2019); o ácido sórbico, primeiramente obtido do óleo da fruta 

da tramazeira, um composto com atividades antimicrobiana e fungistática atualmente 

implementado pela indústria alimentar nos alimentos e suas embalagens para a conservação de 

produtos (Naidu, 2000; Robach & Sofos, 1981; Sofos & Busta, 1981). A utilização de recursos 

naturais diminuiu com a evolução científica, com a descoberta da síntese orgânica, da química 

combinatória e do design computacional de medicamentos, que oferecem uma forma económica 

de obter estes compostos em elevadas quantidades sem esgotar os recursos naturais, e permite 

também obter compostos seguros provenientes de produtos naturais com capacidades benéficas 

desejadas pela indústria (Schmidt et al., 2008).  

A medicina popular ocupa hoje uma posição respeitável, especialmente nos países em 

desenvolvimento, onde a disponibilidade de serviços modernos de saúde é limitada, mas também 

nos países desenvolvidos onde cada vez mais os antibióticos deixam de ter efeito devido ao 

desenvolvimento de bactérias multirresistentes (Alviano & Alviano, 2009).  

A experiência histórica com produtos naturais como agentes terapêuticos evoluiu para o 

isolamento dos compostos químicos das plantas como a morfina, a quinina, a artemisinina ou o 

taxol, fazendo com que os produtos naturais sejam os potenciadores da descoberta de novos 

medicamentos (Hamilton & Baskett, 2000; Li & Vederas, 2009; Shibata et al., 2012).  

O uso de plantas volta a tornar-se relevante não só na indústria farmacêutica, mas também na 

indústria alimentar (Ekiert & Szopa, 2020). A produção de alimentos estará sempre associada a 

microrganismos que podem trazer alterações desejáveis, mas também a microrganismos que 

sejam responsáveis pela degradação e deterioração dos alimentos e pela perda do seu valor 
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nutricional ou potencial presença de microrganismos patogénicos (Negi, 2012; Özaslan & 

Oguzkan, 2018). Como nem todos os alimentos podem ser processados a temperaturas que 

minimizem a presença de microrganismos, utilizam-se estratégias para a sua preservação como o 

armazenamento a frio, congelação, redução da atividade da água, restrição de nutrientes, 

acidificação, fermentação, pasteurização ou antimicrobianos sintéticos (compostos químicos ou 

substâncias que podem atrasar o crescimento microbiano ou reduzir a quantidade de 

microrganismos numa matriz alimentar) (Negi, 2012). A segurança e o tempo de prateleira dos 

alimentos também são fatores importantes e que podem ser melhorados pela aplicação de novas 

tecnologias que atrasem o crescimento microbiano, como o embalamento em atmosfera 

controlada ou modificada, tratamentos não térmicos, irradiação e embalagens ativas (Fadiji et al., 

2023; Han et al., 2018; Negi, 2012). 

Embora os antimicrobianos sintéticos estejam sujeitos a diversas regras de segurança e normas 

estritas relativas à sua produção e utilização, de modo a evitar efeitos adversos devido à sua 

contínua ingestão, a tendência recente da população tem sido a procura de produtos que utilizem 

conservantes naturais, devido a uma preocupação com potenciais efeitos negativos (Negi, 2012; 

Pateiro et al., 2021). Cada vez mais os consumidores começam a prestar mais atenção à sua 

alimentação, havendo uma preferência por alimentos "menos processados" e portadores de um 

“rótulo limpo”, ou seja, um produto livre de substâncias quimicamente sintetizadas (Nascimento 

et al., 2018).  Surge então a necessidade de explorar fontes alternativas de conservantes naturais 

podendo os extratos de plantas ser uma valiosa alternativa (Arruda et al., 2022; Negi, 2012; Zhang 

et al., 2021). 

 

3.2 Extratos de plantas e compostos bioativos 

Um extrato é uma solução concentrada, obtida a partir de matéria-prima da planta triturada, 

composta pelos seus princípios ativos e por um meio que atua como solvente (Miralrio & Vázquez, 

2020; Rodrigues et al., 2016). O seu rendimento e composição depende da polaridade do solvente 

e da técnica de extração utilizada. Alguns extratos de plantas são conhecidos pelas suas 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antivirais ou antimicrobianas (Miralrio & 

Vázquez, 2020). 

A maior parte dos compostos aromáticos das plantas são metabolitos secundários que atuam 

como mecanismos de defesa contra microrganismos, insetos ou herbívoros, e que possuem, 

portanto, atividade antimicrobiana. São eles os terpenos, responsáveis pelo odor, as quininas e as 

taninos, que dão a cor à planta, e os flavonoides responsáveis pela pigmentação não clorofílica 

(Awika & Duodu, 2017; Cowan, 1999). Fenóis e ácidos fenólicos, quinonas, flavonas, flavonoides, 

flavonóis, coumarina, alcaloides, fenilpropanoides, e monoterpenos são exemplos de mais alguns 

compostos com atividade antimicrobiana, cada um com o seu modo de ação, presentes nas plantas 

e possíveis de extrair (Cowan, 1999; Pateiro et al., 2021). 
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Os polifenóis são os compostos mais abundantes nas plantas variando em estabilidade, 

biodisponibilidade e função fisiológica e que inibem o crescimento de bactérias e fungos 

deteriorantes (Negi, 2012; Olszewska et al., 2020). Os polifenóis têm muitos efeitos benéficos na 

saúde humana, como a inibição da oxidação de proteínas de baixa densidade, o que leva à 

diminuição do risco de doenças cardíacas; propriedades anti-inflamatórias e anti-carcinogénicas 

(Ferreira-Santos, 2011; Zivkovic, 2010). A adsorção de polifenóis às membranas bacterianas 

provoca uma alteração na sua permeabilidade, que leva à rutura da membrana e 

subsequentemente à perda do conteúdo celular (Negi, 2012). No entanto, estes compostos 

também comprometem a sobrevivência das bactérias por se ligarem a enzimas e provocarem 

alteração das suas funções intracelulares (Olszewska et al., 2020). A atividade antimicrobiana dos 

extratos é mais pronunciada contra bactérias Gram positivas, o que pode ser atribuído à presença 

da sua única membrana fosfolipídica (Alviano & Alviano, 2009; Pateiro et al., 2021).  

A aplicação das plantas como conservantes naturais torna-se assim relevante, uma vez que nas 

diferentes partes da planta estão presentes os compostos bioativos como os anteriormente 

mencionados (Miralrio & Vázquez, 2020; Olszewska et al., 2020): nas folhas podem encontrar-se 

antocianinas, flavonas, sinaptil ésteres, isoflavonoides, psoralenos; na flor está presente a 

coumarina; os frutos possuem ácido tricarboxílico, terpenos, taninos, flavonois e ácidos 

aromáticos; os caules são portadores de flavonoides, saponinas, alcaloides; e as raízes contêm 

flavonoides, saponinas, alcaloides (Miralrio & Vázquez, 2020). 

 

3.3 Métodos de extração vegetal 

A extração baseia-se no aquecimento, arrefecimento e separação de compostos ativos na presença 

de um solvente, seguido da eliminação deste mesmo solvente, de modo a concentrar os compostos 

extraídos (Miralrio & Vázquez, 2020; Rodrigues et al., 2016), e esta pode ser feita a partir de 

material fresco ou seco (Azwanida, 2015). O processo de secagem pode ser efetuado de diferentes 

formas: secagem natural, que não degrada qualquer composto potencialmente termolábil, mas 

pode deixar a amostra sujeita a contaminações e a condições instáveis; secagem através de micro-

ondas, um processo mais rápido mas que pode degradar os compostos bioativos e 

termossensíveis; secagem através de forno, o método mais fácil e rápido que consegue preservar 

os componentes; e liofilização onde temperaturas extremamente baixas são aplicadas para 

congelar o material enquanto ocorre uma desidratação sob vácuo, um processo que preserva os 

compostos bioativos mas pode tornar-se dispendioso (Azwanida, 2015; Jensen, W. A., 1954). A 

quantidade e os compostos bioativos presentes após a secagem do material depende de matriz 

para matriz, sendo para algumas mais vantajoso efetuar secagens à temperatura ambiente, e para 

outras a aplicação de calor (Azwanida, 2015; Belwal et al., 2022; ElGamal, et al., 2023;). Após 

secagem as amostras devem ser pulverizadas ou moídas, de modo a maximizar a superfície de 

contacto entre a amostra e o solvente durante a extração (Azwanida, 2015). 
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A extração pode ser feita através de vários métodos e com a utilização de vários solventes, sendo 

que estes afetam as propriedades físicas, químicas e antioxidantes do extrato, assim como as 

concentrações dos compostos bioativos. Os mais comuns são água, etanol, metanol, acetato de 

etilo, diclorometano e hexano. É importante escolher um solvente adequado para ter uma 

extração eficiente, e um extrato que preserve os compostos bioativos da planta, pelo que a água é 

o melhor solvente a utilizar uma vez que não é tóxica, inflamável, cara ou difícil de encontrar. No 

entanto pode não ser eficaz em todas as plantas e todos os compostos lipossolúveis (Miralrio & 

Vázquez, 2020).  

Métodos de extração: 

• Maceração: técnica de extração sólido-líquido, onde o material esmagado ou cortado é 

imerso em solvente durante um período mínimo de 3 dias à temperatura ambiente, com 

agitação periódica. A difusão do solvente pelo material vegetal enfraquece e quebra as 

paredes celulares da planta, permitindo a solubilização dos compostos ativos e a sua 

extração (Azwanida, 2015; Miralrio & Vázquez, 2020). Extrações sólido-líquido com 

solventes orgânicos são amplamente utilizadas no isolamento de analitos para fins 

industriais, e o interesse no uso de diferentes métodos de extração sólido-líquido para 

extração de compostos intracelulares e líquidos de tecidos celulares vegetais para fins 

comerciais tem vindo a aumentar (Borjan et al., 2020); 

• Infusão: consiste numa maceração por um período mais curto em que o solvente é 

exclusivamente água a ferver (Azwanida, 2015; Miralrio & Vázquez, 2020); 

• Percolação: é uma filtração à temperatura ambiente, onde o material é colocado num 

recetáculo cónico juntamente com o solvente, e o extrato é obtido gota a gota (Azwanida, 

2015; Miralrio & Vázquez, 2020); 

• Decocção: consiste numa infusão com um tempo e volume de água especificamente 

definidos (Azwanida, 2015; Miralrio & Vázquez, 2020); 

• Extração contínua a quente ou extração Soxhlet: consiste numa destilação repetida do 

solvente através de uma amostra sólida, para obter um analito desejado (Borjan et al., 

2020). A amostra é colocada num saco poroso dentro da câmara de extração. Um frasco 

de ebulição contendo o solvente é aquecido, fazendo o solvente evaporar e passar pelo 

braço sifão. O vapor é condensado pelo condensador, passando pela amostra, e 

acumulando no dedal (Azwanida, 2015; Miralrio & Vázquez, 2020); 

• Extração assistida por ultrassons ou sonicação: pode ser aplicada através de um banho de 

ultrassons ou de um sonicador. Ambos os sistemas se baseiam num transdutor 

piezoelétrico, ou seja, capaz de produzir ultrassons (Borjan et al., 2020). O efeito 

mecânico da cavitação acústica do ultrassom aumenta a superfície de contacto e a 

permeabilidade das paredes celulares, que acabam por romper e libertar os compostos 

bioativos (Azwanida, 2015; Miralrio & Vázquez, 2020); 

• Extração assistida por micro-ondas: este método baseia-se no efeito direto das micro-

ondas nas moléculas, por condução iónica e rotação de dipolos (Borjan et al., 2020). A 



 11 

radiação do micro-ondas interage com os dipolos polares e polarizáveis dos materiais 

provocando calor, que se propaga por condução. A rotação destes dipolos rompe as 

ligações de hidrogénio e provoca migração de iões, o que promove a penetração de 

solvente na matriz (Azwanida, 2015). 

Após a extração por qualquer um destes métodos, o líquido obtido deve ser clarificado por 

filtração ou decantação (Miralrio & Vázquez, 2020). 

 

3.4 Microrganismos de deterioração alimentar 

A segurança e a deterioração alimentar são frequentemente separadas, impactando a forma como 

a indústria alimentar percebe e gere a deterioração dos alimentos. Os controlos, as estratégias de 

conservação e os procedimentos de gestão para garantir a segurança alimentar são semelhantes e 

sobrepõem-se aos que controlam a deterioração dos alimentos. Deste modo é tanto importante 

estudar formas de diminuir microrganismos deteriorantes da alimentação, como patógenos 

alimentares (Adams & Motarjemi, 2006). 

Uma grande parte dos alimentos deteriora-se ou estraga-se durante a sua cadeia de produção, 

especialmente antes e ao chegar aos consumidores finais (Odeyemi et al., 2020). O processo de 

deterioração por atividade microbiana envolve vários mecanismos que provocam decréscimo dos 

atributos sensoriais do alimento, levando os consumidores a rejeitar o produto, dando origem a 

problemáticas a nível industrial e económico, ambiental (devido ao desperdício) (Lorenzo et al., 

2018; Odeyemi et al., 2020). A deterioração alimentar define-se então como uma alteração na 

qualidade do alimento que o torna indesejável e impróprio para consumo. Pode dever-se a danos 

físicos, alterações químicas, ou aparecimento de odores e sabores desagradáveis resultantes de 

crescimento microbiano (Gram et al., 2002.; Odeyemi et al., 2020). Este processo ocorre quer 

pelo crescimento microbiano no alimento, quer pela ação de enzimas microbianas nele presentes 

(Lorenzo et al., 2018). Temperatura de armazenamento, pH, atividade da água ou humidade, 

microbiota típica, operações de processamento e transporte são todos fatores que influenciam a 

taxa de deterioração (Odeyemi et al., 2020). 

Para além disso, os alimentos podem ser contaminados com agentes patogénicos que 

representam um risco para a saúde, pois a ingestão destes microrganismos irá originar doenças 

de origem alimentar, como gastroenterites, diarreias, vómitos, ou até febre (Lorenzo et al., 2018; 

Odeyemi et al., 2020). A contaminação microbiana dos alimentos pode ocorrer em qualquer fase 

da sua produção, causando alterações visíveis como mudança na cor, deposição de crescimento 

em pó, crescimento de lodos e colónias, fazendo o produto perder as suas características 

organoléticas e adquirir efervescências na sua superfície (Gram et al., 2002; Lorenzo et al., 2018).  

Os microrganismos são, portanto, os principais responsáveis pela deterioração dos alimentos. 

Alimentos com maiores quantidades de água, como carnes, leite e produtos do mar são mais 
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facilmente deteriorados por bactérias (Odeyemi et al., 2020). No entanto, o potencial de 

deterioração também está relacionado com a capacidade de produção de metabolitos degradantes 

de cada microrganismo (Gram et al., 2002). 

Neste trabalho foram estudados três microrganismos patogénicos e deteriorantes de produtos 

alimentares não formadores de esporos, comumente encontrados em alimentos contaminados, e 

capazes de provocar doenças quando consumidos pelo ser humano: Pseudomonas aeruginosa, 

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. 

 

3.4.1 Listeria monocytogenes 

As bactérias do género Listeria são Gram positivas em forma de bacilo, catalase positivo, sendo 

que Listeria monocytogenes (Orsi & Wiedmann, 2016) é a espécie que mais se destaca no que 

concerne a sua patogenicidade para humanos. Ocorrem com mais frequência em alimentos com 

elevados teores em proteína como laticínios, peixe, frutas e vegetais (Bai et al., 2021). 

L. monocytogenes tem capacidade de resistir a condições adversas, como temperaturas e pH 

variados, radiação ultravioleta, elevadas concentrações salinas, e é ainda uma bactéria formadora 

de biofilme. L. monocytogenes é responsável pela listeriose, uma infeção caracterizada pelo 

aparecimento de dores abdominais, diarreia, enxaquecas, náusea, vómitos, febre, mialgia, entre 

outros sintomas, considerada muito perigosa para idosos, grávidas e recém-nascidos, e associada 

a uma taxa de mortalidade de 20-30% globalmente. Devido à sua distribuição, dificuldade de 

eliminação e ao perigo que representa para a população, a presença deste microrganismo torna-

se uma preocupação na indústria alimentar (Awofisayo-Okuyelu et al., 2016; Jacek et al., 2022). 

 

3.4.2 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas spp. são bactérias aeróbias, Gram negativas, em forma de bacilos e que apresentam 

motilidade (Adams & Motarjemi, 2006). Estas bactérias são frequentemente encontradas em 

diversos tipos de alimentos, como água, leite, carne, vegetais e frutas (Li et al., 2023) e podem 

estar presentes em águas, solos e plantas (Bai et al., 2021). Estas foram ainda reportadas como 

sendo específicas para deterioração de carne e produtos do mar, conseguindo fazê-lo devido à sua 

rápida replicação em condições aeróbias e à produção de compostos de enxofre (Adams & 

Motarjemi, 2006).  

Embora seja amplamente reconhecida como um patógeno oportunista significativo nos humanos, 

P. aeruginosa permanece subestimada no contexto da segurança alimentar. No entanto, devido à 

sua notável versatilidade metabólica, habilidade de multiplicação rápida, capacidade de 

adaptação aliada a crescimento mesmo em baixas temperaturas, esta bactéria está vastamente 

dispersa e, como resultado, é frequentemente responsável por infeções alimentares (Li et al., 
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2023). Para além disto, forma biofilmes altamente resistentes, dificultando a sua eliminação 

(Adams & Motarjemi, 2006; Jurado-Martín et al., 2021). 

 

3.4.3 Staphylococcus aureus 

S. aureus é um microorganismo anaeróbio facultativo Gram positivo, que não possui motilidade 

e é catalase e coagulase positivo. A sua patogenicidade deve-se em parte à capacidade de produzir 

enterotoxinas, que provocam doenças no organismo humano (le Loir et al., 2003). A nível 

alimentar é comumente encontrada em laticínios, carne e comida preparada à mão (Bai et al., 

2021). 

Intoxicações alimentares por S. aureus apresentam sintomas como hiper salivação, náuseas, 

vómitos, dores abdominais e desidratação no caso de ocorrência de diarreia. Também neste caso, 

pode ter implicações severas em crianças, idosos e imunodeprimidos (Kadariya et al., 2014). 

 

3.5 Investigação de potencial antimicrobiano e anti biofilme 

3.5.1 Potencial antimicrobiano 

A testagem da sensibilidade antimicrobiana pode ser utilizada na descoberta de novos fármacos 

e na predição de resultados terapêuticos. Vários métodos laboratoriais podem ser aplicados para 

avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de composto, dividindo-se em 3 grupos: métodos de 

difusão, métodos de diluição e bioautografia (Balouiri et al., 2016; Ramirez, & Castaño, 2009).  

Os métodos de difusão são testes qualitativos, utilizados no estudo de compostos polares e 

baseiam-se na relação entre a concentração necessária de um composto para inibir uma estirpe 

bacteriana e o halo de inibição de crescimento que este origina na superfície do agar onde foi 

colocada a bactéria em estudo (Ramirez, & Castaño, 2009). Os métodos de difusão mais 

conhecidos e aplicados são:  

• Difusão em disco: consiste na disposição de discos de papel filtro contendo o composto a 

testar sobre a superfície de agar inoculada com o microrganismo de teste. Após 

incubação, a difusão do agente antimicrobiano pelo agar irá originar diâmetros de 

inibição em redor dos discos. Este é comumente utilizado para testagem antimicrobiana 

devido à sua simplicidade, baixo custo e versatilidade. No entanto, não faz a distinção 

entre efeito bactericida e bacteriostático nem permite a determinação de concentrações 

mínimas inibitórias (Balouiri et al., 2016; Jorgensen & Ferraro, 2009).  
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Figura 3.5.1 – Representação esquemática do método de difusão em disco 

 

• Difusão em poços: semelhante ao método anteriormente descrito, as placas são 

inoculadas espalhando um determinado volume de suspensão bacteriana na sua 

superfície, mas em vez da colocação de um disco, o agar é perfurado formando um buraco 

onde é introduzido um volume do composto em estudo. Também neste método o 

composto difunde-se através do agar originando zonas de inibição (Balouiri et al., 2016; 

Magaldi et al., 2004).  

Os métodos de diluição são utilizados em compostos tanto polares como apolares. São uma mais-

valia na medida em que permitem a determinação de concentração mínima inibitória e 

concentração mínima bactericida (Ramirez & Castaño, 2009): 

• Método de diluição em meio líquido: macro- e microdiluição em meio líquido são os 

métodos mais antigos de testagem antimicrobiana conhecidos. O procedimento consiste 

na preparação de diluições duplas sucessivas do agente antimicrobiano em meio líquido 

que são posteriormente inoculadas com suspensão bacteriana. As preparações são 

incubadas e é possível comparar o crescimento microbiano nas diferentes concentrações 

do agente em estudo através da turbidez (Balouiri et al., 2016; Jorgensen & Ferraro, 

2009). 

 

 

 

 

Figura 3.5.2 – Representação esquemática do método de diluição em meio líquido 

• Método de diluição em agar: envolve a incorporação de várias concentrações do agente 

antimicrobiano em meio de cultura sólido. Deste modo, o microrganismo será inoculado 

em agar com a presença do agente a teste (Balouiri et al., 2016).  

A bioautografia é uma variação dos métodos de difusão em agar onde o analito é absorvido dentro 

de uma placa de cromatografia de camada fina. Uma das formas de aplicar este método é colocar-
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se as amostras na placa, selecionar-se a fase móvel mais adequada e incubar numa placa de Petri 

invertia previamente inoculada onde se irão formar halos de inibição (Ramirez & Castaño, 2009). 

 

3.5.2 Potencial anti-biofilme 

Em ambientes de processamento de alimentos, a formação de biofilmes ameaça a segurança 

alimentar uma vez que os patógenos podem ser diretamente transmitidos por contacto. Após 

transmissão, estes também podem formar biofilmes nas superfícies do alimento (Bai et al., 2021). 

Os biofilmes são comunidades estruturadas de bactérias, envolvidas numa matriz polimérica 

autoproduzida, que adere a superfícies bióticas ou abióticas, permitindo a sobrevivência de 

bactérias em ambientes prejudiciais ao seu crescimento, através da promoção da agregação das 

bactérias, o que lhes permite adquirir resistência a compostos que lhe são tóxicos, dissecação, 

radiação ultravioleta e impacto físico (Bai et al., 2021; Nickerson et al., 2017; Pumbwe et al., 

2007). Os biofilmes são muito mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que as células 

planctónicas (Alviano & Alviano, 2009).  

A quantificação de biofilmes pode ser feita através de uma variedade de métodos diretos ou 

indiretos. Os métodos diretos enumeram a quantidade de células, enquanto que os métodos 

indiretos determinam componentes associados à presença de biofilme, como massa seca, carbono 

orgânico total, ensaios em microplacas, bioluminescência de ATP, proteína total e microbalança 

de cristal de quartzo. Ambos envolvem a homogeneização do biofilme (Wilson et al., 2017). 

Dentro dos métodos utilizados para estudo da quantificação de biofilme destacam-se: 

• Formação de biofilme em microplaca: este ensaio permite a formação de biofilme nas 

paredes ou no fundo dos poços de uma microplaca, tornando-se útil para testes genéticos, 

testagem de formação de biofilme em diferentes condições e monitorização da adesão 

microbiana a uma superfície abiótica (Merritt et al., 2006; O’Toole, 2010). As células 

crescem nos poços durante um determinado tempo após o qual são lavadas de modo a 

remover as bactérias planctónicas. O biofilme permanecente é corado com violeta de 

cristal e solubilizado de modo a ser quantificado (Merritt et al., 2006).  

• Enumeração direta de bactérias em biofilme: o procedimento assemelha-se ao método 

anteriormente descrito, mas em vez da coloração procede-se com uma sonicação. 

Pretende-se que o biofilme resultante seja suspenso para permitir quantificar (através 

das UFC) as bactérias presentes no biofilme formado (Merritt et al., 2006).  

• Interface ar-líquido: oferece um sistema simples para análise microscópica da formação 

do biofilme em tempo real. A placa a utilizar é colocada com um ângulo de 30-50º, e as 

culturas são aplicadas de modo que seja possível visualizar em microscópio invertido 

(Merritt et al., 2006).  
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• Colónia de biofilme: consiste em fazer crescer o biofilme numa membrana colocada na 

superfície de uma placa de Petri. Esta membrana é suspensa em meio estéril, que é 

inoculado para contagem das UFC (Merritt et al., 2006). 

 

3.6 Recursos estudados 

3.6.1 Arbutus unedo 

O medronheiro é um arbusto perene que cresce selvagem em várias áreas mediterrânicas, com 

capacidade de proteção contra fatores tanto bióticos como abióticos, sendo que apresenta alta 

resistência a condições ambientais agrestes (como secas, temperaturas baixas e pobres condições 

de solo) e tem a capacidade de se regenerar após incêndios florestais (Haouari et al., 2021; 

Scarano et al., 2022). Apesar do fruto ser comestível fresco, o mais comum é o seu consumo sob 

outra forma, destacando-se produtos como licores, vinhos, mel, compotas, marmeladas, snacks e 

iogurtes (Malheiro et al., 2012; Miguel et al., 2014; Morgado et al., 2018; Scarano et al., 2022). 

Em algumas regiões, não é atribuída importância económica a esta espécie o que acaba por fazer 

com que as plantações por vezes sejam substituídas por outras espécies florestais com maior valor 

económico (Dib et al., 2013), pelo que se torna importante a procura de novas utilizações e 

propriedades do medronheiro, de forma a valorizar o recurso e impedir a sua erradicação. 

As folhas, o fruto, as raízes e a madeira da planta são utilizados na medicina tradicional na 

preparação de extratos e infusões antissépticos, diuréticos, laxantes e depurativos (Dib et al., 

2013; Ferreira et al., 2012; Morgado et al., 2018), e no tratamento de hipertensão e diabetes, 

doenças de coração e colesterol alto (Haouari et al., 2021; Scarano et al., 2022). Esta planta tem 

constituintes como flavonoides, taninos e ácidos fenólicos que contribuem para a presença de 

capacidades adstringentes, depurativas, anti-inflamatórias, anti-tumorais, antioxidantes, 

antimicrobianas, espasmolíticas e neuroprotetoras (dos Santos et al., 2022; el Haouari et al., 

2021). 

As folhas de medronheiro são ricas em taninos, flavonóis e flavanóis (Miguel et al., 2014; Scarano 

et al., 2022) apresentando atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias Gram 

positivas (Ferreira et al., 2012; Malheiro et al., 2012; Miguel et al., 2014), como L. monocytogenes 

e S. aureus (Guendouze-Bouchefa et al., 2015; Miguel et al., 2014; Morgado et al., 2018), mas 

também contra bactérias Gram negativas, como P. aeruginosa (Bouyahya et al., 2016; Miguel et 

al., 2014; Morgado et al., 2018). As folhas têm ainda alguma atividade antifúngica (Miguel et al., 

2014; Morgado et al., 2018). Extratos aquosos e etanólicos podem ser agentes antimicrobianos 

por demonstrarem um efeito sinergético com baixas atividades de água em amostras alimentares 

(Asmae et al., 2012; dos Santos et al., 2022). 
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As raízes apresentam quinonas, antraquinonas, compostos redutores, antocianinas, flavonoides 

e taninos (Dib et al., 2013), concedendo-lhes atividade antimicrobiana moderada contra S. 

aureus, P. aeruginosa e ainda Escherichia coli (Dib et al., 2013; Miguel et al., 2014; Morgado et 

al., 2018). Por sua vez, as flores apresentaram alguma atividade antimicrobiana para L. 

monocytogenes (Morgado et al., 2018). 

Os compostos fenólicos mais comuns em medronhos portugueses são flavan-3-ols, antocianinas 

e flavonóis (Miguel et al., 2014). Extratos do fruto geralmente apresentam melhores resultados 

que extratos da folha ou da raiz, com forte atividade contra S. aureus e P. aeruginosa (Salem et 

al., 2018), sendo ainda possível aplicar como conservante natural de paté de peixe onde provoca 

inibição de L. monocytogenes, Salmonela spp. e E. coli (Pinheiro et al., 2020).  

 

3.6.2 Bryonia dioica 

A norça é uma erva trepadeira perene com raízes tuberosas que ocorre na Europa, norte de África 

e oeste da Ásia (Benarba et al., 2012). É conhecida na medicina tradicional como uma erva 

medicinal pela sua utilização como purgativo, emético, tónico, agente antidiabético e agente 

cicatrizante (Benarba et al., 2012). Algumas civilizações utilizavam esta planta com fins de tratar 

lepra, feridas gangrenosas, e como um remédio para a tosse (Chevallier, 1996; Launert, 1981). 

Apesar de ser uma planta tóxica, a sua utilização é segura em baixas quantidades sendo útil contra 

tosse, gripe, bronquite e pneumonia. A norça mostrou-se útil em distúrbios cardíacos causados 

por reumatismo e gota, doenças maláricas e zimóticas e é também recomendada internamente no 

tratamento de queixas brônquicas, asma, úlceras intestinais, hipertensão e artrite; e 

externamente como rubefaciente para dores musculares e nas articulações, devido às suas 

capacidades anti-inflamatórias (Benarba et al., 2012; Lust, 2014; Pieroni, 2000; Rafael et al., 

2011). 

A planta contém flavonoides, alcaloides, saponinas, terpenos e ácidos gordos (Barreira et al., 

2013; Dhouioui et al., 2016), tudo exemplos de compostos bioativos que concedem aos frutos ação 

antioxidante (Benarba et al., 2012), às raízes ação anti-tumoral, diurética e anti-ciática (Benarba 

et al., 2012; Pieroni, 2000), e à planta na sua totalidade um efeito antiviral (Chevallier, 1996). 

Poucos estudos existem sobre o potencial antimicrobiano desta planta, estando apenas descrita 

uma ação antibacteriana contra bactérias Gram-positivas por parte de lípidos extraídos da raiz e 

da planta inteira (Dhouioui et al., 2016). 

 

3.6.3 Castanea sativa 

Os castanheiros são um recurso popular devido a vários atributos como a produção de frutos 

nutricionais baixos em gordura, madeira de alta qualidade e à capacidade de as raízes brotarem 
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após a colheita do fruto (Hao et al., 2012). O fruto é conhecido pelo seu sabor, valor nutritivo e 

potencial uso como suplemento e fins medicinais. Apesar do fruto poder ser consumido 

diretamente (fresco ou cozinhado), uma parte das castanhas é dirigida para a indústria alimentar 

com o intuito de produzir farinhas, purés, marrom-glacé, entre outros (Hao et al., 2012; Silva et 

al., 2020; Zivkovik et al., 2010). Devido a ser uma excelente fonte de hidratos de carbono, fibra, 

amido, ácidos gordos, minerais e vitaminas, a castanha é um fruto tradicional da dieta 

mediterrânea (Pinto et al., 2021; Silva et al., 2020). 

A colheita e processamento da castanha origina vários subprodutos e resíduos como as folhas, os 

ouriços, as cascas exteriores e a pele interior que são muitas vezes queimados, apresentando um 

risco ambiental (Esposito et al., 2019). Sendo este recurso tão abundante no nosso país, surge a 

necessidade de minimizar estes resíduos e valorizar o castanheiro na sua totalidade. Algumas das 

partes mencionadas podem potencialmente ser utilizadas nas indústrias farmacêutica, cosmética 

e alimentar devido à presença de compostos específicos, como taninos e flavonoides, capazes de 

inibir atividade bacteriana (Esposito et al., 2019; Hao et al., 2012; Silva et al., 2020). 

O uso de diferentes partes da castanha na medicina tradicional está documentado para o 

tratamento de tosse, diarreia e infertilidade (Neves et al., 2009). O fruto é benéfico na redução do 

colesterol, e infusões feitas com as folhas e flores têm capacidades mucolíticas, antiespasmódicas 

e antidisentéricas (Pinto et al., 2021; Silva et al., 2020). 

As folhas apresentam atividade antibacteriana in vitro contra P. aeruginosa, S. aureus, entre 

outros (Basile et al., 2000; Quave et al., 2008; Zivkovic et al., 2010), e ainda têm atividade contra 

a virulência de S. aureus resistente à meticilina (Salam et al., 2021). A flor possui atividade 

antioxidante, antimicrobiana e anti-tumoral, tendo já sido utilizada num estudo como um 

conservante natural de pastel de nata (Caleja et al., 2020). As suas decocções têm melhor 

atividade antibacteriana e as infusões melhor atividade antifúngica (Carocho et al., 2014). A flor 

é ainda capaz de inibir a formação de biofilme e tem atividade antimicrobiana contra S. aureus 

(Quave et al., 2008). Os ouriços têm atividade antioxidante e atividade inibitória contra diversos 

patógenos vegetais (Esposito et al., 2019). A casca pode atuar como antioxidante, antimicrobiano, 

anti-inflamatório, anticancerígeno, neuroprotetor e hipoglicemiante (Pinto et al., 2021). A pele 

interior é capaz de produzir atividade inibitória em algumas bactérias e fungos (Hao et al., 2012). 

 

3.6.4 Olea europea 

A oliveira é uma planta característica da região mediterrânica, mais conhecida pelo uso das 

azeitonas no fabrico de azeite (Borjan et al., 2020). As folhas e os ramos desta planta constituem 

um resíduo agrícola resultante da poda das oliveiras, bem como das sobras do lagar (Roselló-Soto 

et al., 2015). A sua queima é uma das principais fontes de poluição na região mediterrânica, com 

consequente produção de gases com efeito de estufa, pelo que o seu uso por conversão em 
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produtos mais valiosos pode ser uma alternativa útil aos métodos de descarte atuais (Agatonovic-

Kustrin et al., 2022). 

As folhas de oliveira eram utilizadas pelas civilizações antigas no tratamento de várias doenças: 

como remédio para a febre e infeções e no tratamento para a hipertensão, mas também em outros 

procedimentos, como mumificações (Borjan et al., 2020; Liu et al., 2017; Sudjana et al., 2009). 

Sob forma de extratos, eram ainda utilizadas como suplementos alimentares devido às suas 

propriedades benéficas para a saúde como o aumento de energia, diminuição da pressão 

sanguínea e suporte dos sistemas cardiovascular e imunitário (Borjan et al., 2020). Por estes 

motivos, as aplicações de extratos de folha de oliveira no setor alimentar podem ser contadas 

tanto como ingrediente para fortificação de alimentos, como composto ativo para aplicações em 

embalagens (Cedola et al., 2020). 

Estas características benéficas encontradas nas folhas devem-se à presença de triterpenos e 

flavonoides (Borjan et al., 2020), e principalmente de compostos fenólicos, como a oleuropeina 

(Agatonovic-Kustrin et al., 2022; Talhaoui et al., 2015). A presença destes compostos, permite à 

folha ter atividade antioxidante, antiviral, anti-inflamatória e antimicrobiana (Bouaziz et al., 

2008; Talhaoui et al., 2015). Esta última, já comprovada em muitos estudos, direcionada a vários 

microrganismos, entre eles S. aureus (Borjan et al., 2020; de la Ossa et al., 2021; Liu et al., 2017; 

Rocha-Pimienta et al., 2020; Sudjana et al., 2009), P. aeruginosa (Borjan et al., 2020; Sudjana 

et al., 2009), e L. monocytogenes (Liu et al., 2017) in vitro e em matrizes alimentares com 

exemplo de vegetais e camarão (Ahmed et al., 2014; Moore et al., 2011; Techathuvanan et al., 

2014), não sendo esta atividade significativamente afetada pela digestão gástrica ou intestinal 

(Rocha-Pimienta et al., 2020). 

 

3.6.5 Sambucus nigra 

O sabugueiro é um arbusto de folha caduca nativo da Europa (Motti et al., 2022), sendo que desde 

a Antiguidade que há relatos do uso de diversas partes desta planta no tratamento de várias 

doenças como tosse, gripes e constipações, alergias, problemas renais e urinários, e ainda no alívio 

de contusões, entorses, frieiras, feridas e infeções de pele (Chevallier, 1996; Lust, 2014; Grieve, 

1971), sendo as flores ainda utilizadas tradicionalmente por diversos países no tratamento de 

doenças inflamatórias e no tratamento de feridas, conjuntivites e queimaduras (Motti et al., 

2022). As folhas desta planta apresentam ação anti-inflamatória, diurética e repelente de insetos, 

as raízes são também diuréticas, eméticas e purgativas, enquanto as flores e o fruto são laxantes 

e diaforéticos (Chevallier, 1996; Lust, 2014; Grieve, 1971).  

O sabugueiro apresenta alto valor comercial, principalmente devido ao seu teor em antocianinas, 

que são utilizadas na indústria alimentar como corantes em compotas, geleias, para a produção 

de tortas, sorvetes, iogurtes, sumos, xaropes, e bebidas alcoólicas. Devido ao seu odor e sabor, as 

flores de sabugueiro também são muito atraentes, podendo ser utilizadas no fabrico de alimentos 
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de pastelaria, consumidas fritas como um doce ou como tempero; os extratos de flores de 

sabugueiro são usados para produzir bebidas, como infusões e bebidas semelhantes ao vinho, 

sorvetes e iogurtes, e começam a despertar o interesse da indústria farmacêutica devido aos seus 

efeitos benéficos contra doenças degenerativas, cancro, diabetes, e capacidades antioxidantes, 

antimicrobianas, entre outras (Ferreira et al., 2020; Motti et al., 2022).  Um grande número de 

estudos in vitro e in vivo incluindo em humanos demonstram que o sabugueiro possui muitos 

benefícios para a saúde, incluindo principalmente atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

anticancerígenas, anti influenza, antimicrobianas, antidiabéticas, cardioprotetoras e 

neuroprotetoras (Liu et al., 2022). 

As flores têm uma composição em flavonoides, ácidos fenólicos, monoterpenos, sendo portadoras 

de atividades anti-proliferativa, antioxidante e antibacteriana contra bactérias Gram positivas, 

demonstrando potencial como aditivo alimentar pela inibição de crescimento microbiano em 

hambúrgueres de salmão (Ferreira-Santos et al., 2021; Jonušaite et al., 2021). 

O fruto tem capacidades antimicrobianas contra bactérias Gram positivas (Krawitz et al., 2011; 

Przybylska-Balcerek et al., 2021) e atividade antiviral contra o vírus da bronquite infeciosa aviária 

(Chen et al., 2014), devido à sua composição em ácidos fenólicos e flavonoides (Przybylska-

Balcerek et al., 2021). 

 

3.6.6 Vigna unguiculata 

O feijão frade é uma leguminosa amplamente cultivada em muitos países da África subsariana e 

da América Latina, sendo uma das sete mais cultivadas no mundo (Kapravelou et al., 2022; 

Kritzinger et al., 2005). É um produto nutritivo, rico em proteínas e com um bom equilíbrio de 

aminoácidos essenciais (Anggrianto et al., 2014), com inúmeros benefícios para a saúde devido à 

presença de compostos bioativos na sua constituição (Awika & Duodu, 2017; Kapravelou et al., 

2022). A planta é não só utilizada como fonte nutritiva, mas também na forragem animal, e é uma 

importante fonte económica, destacando-se o comércio da semente (Kritzinger et al., 2005). 

O feijão frade é um recurso deveras valioso devido à sua alta resistência a condições ambientais 

adversas. Este cresce em lugares que para outras plantas ou hortícolas seriam inadequados, 

devido à sua tolerância ao calor e à seca (Awika & Duodu, 2017). Para além disto, a planta do feijão 

frade é um bom fixador de nitrogénio, o que aumenta a matéria orgânica nos solos servindo como 

fertilizante natural dos terrenos (Sayeed et al., 2017).  

Dentro dos benefícios conhecidos desta planta, destacam-se propriedades adstringentes, 

laxantes, anti-helmínticas, afrodisíacas e diuréticas (Sayeed et al., 2017; Ye et al., 2000); efeitos 

redutores do colesterol total e LDL (bem como o aumento do colesterol HDL), atividade 

anticancerígena, anti-inflamatória e antidiabética (Awika & Duodu, 2017); e ainda demonstra 
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uma indução de uma microbiota intestinal saudável, sendo benéfico no tratamento de obesidade 

(Awika & Duodu, 2017; Kapravelou et al., 2022), entre outros.  

A parte mais comumente consumida do feijão frade é a sua semente. Esta pode ser cozida, assada 

ou transformada em farinha, com potencial para produção de snacks, cereais, produtos de 

pastelaria, entre outros (Awika & Duodu, 2017; Aziagba et al., 2017). No entanto, as folhas, a raiz 

e os caules também podem ser incluídos na dieta devido à ação terapêutica dos flavonoides nestas 

partes presentes (Aziagba et al., 2017). Apesar das sementes serem consumidas não só por 

humanos, mas também por animais, atualmente as folhas e as vagens são apenas utilizadas para 

forragem animal, mas são maioritariamente queimadas (Avanza et al., 2021). Assim, a V. 

unguiculata torna-se um importante recurso, não só no combate à fome nos países 

subdesenvolvidos, mas também como uma mais-valia para o progresso da agricultura e da 

medicina.  

Toda a planta é rica em polifenóis e flavonoides, nomeadamente ácidos fenólicos, glicosídeos de 

flavonol, e algumas variedades ainda têm antocianinas e flavan-3-ols, no entanto estes estão mais 

presentes na semente (Avanza et al., 2021; Awika & Duodu, 2017). A semente de feijão frade é 

diurética, cardioprotetora, fortalece o estômago, e as suas infusões são utilizadas no tratamento 

de amenorreia, queimaduras, febre, dores menstruais e de parto (Ashraduzzaman et al., 2016; 

Kritzinger et al., 2005; Zaheer et al., 2020). Apresenta atividade antimicrobiana, quer sob forma 

de extrato ou óleo essencial, tendo efeito inclusivamente contra S. aureus (Ashraduzzaman et al., 

2016; Chidebelu et al., 2019; Sayeed et al., 2017; Ye et al., 2000). 

As raízes são utilizadas no alívio da dor menstrual, epilepsia e dores no peito (Ashraduzzaman et 

al., 2016; Ndamba et al., 1994). Estas exsudam compostos que afetam a microbiota dos solos, 

como lípidos e proteínas, que demonstraram atividade antifúngica (Nóbrega et al., 2005). 

A folha é utilizada no tratamento de hiperatividade, náuseas, vómitos e síndrome de deficiência 

de Vitamina C (Zaheer et al., 2020). Tem potencial antimicrobiano, também já demonstrado para 

S. aureus (Kritzinger et al., 2005; Lenny & Rizky, 2020; Umar et al., 2020). Esta atividade pode 

ser justificada pela presença de vários metabolitos secundários, mencionados anteriormente, tais 

como flavonoides e compostos fenólicos, mas também alcaloides, terpenos e taninos (Begum et 

al., 2022). 

Os caules têm atividade antimicrobiana contra vários microrganismos incluindo, ainda que fraca, 

atividade inibitória em P. aeruginosa e S. aureus (Vats et al., 2012). 

Um estudo elaborado em várias variedades de feijão frade demonstra que consoante a variedade, 

a quantidade de flavonoides varia em cada parte da planta. Algumas apresentam maior conteúdo 

na folha, outras maior conteúdo na pele do fruto, ou mesmo nos caules (Aziagba et al., 2017).  
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Capítulo 4 

 

Objetivos 

O Programa Integrado de IC&DT CULTIVAR – Rede de Competências para o Desenvolvimento 

Sustentável e Inovação no Setor Agroalimentar pretende caraterizar, conservar e valorizar os 

recursos genéticos endógenos regionais com o objetivo de contribuir para a dinamização de 

territórios de baixa densidade populacional, através de uma estratégia ancorada no 

desenvolvimento territorial.  

De modo a valorizar e descobrir novas aplicações de diferentes recursos endógenos do centro de 

Portugal, o principal objetivo do trabalho desenvolvido no estágio final de Mestrado em 

Bioquímica consiste em caracterizar as suas atividades antimicrobiana e anti-biofilme. 

Assim, definiram-se os seguintes objetivos específicos: 

• Desenvolvimento de extratos aquosos e/ou alcoólicos a partir de recursos endógenos; 

• Análise das atividades antimicrobianas dos extratos elaborados; 

• Análise das atividades anti-biofilme dos extratos elaborados. 
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Capítulo 5 

 

Material e métodos 

 

5.1 Colheita e preparação das amostras 

Todas as amostras vegetais utilizadas foram colhidas entre outubro de 2022 e junho de 2023, na 

região centro de Portugal, distritos de Castelo Branco e Guarda. Salienta-se que, no caso do feijão-

frade, utilizou-se o feijão “cara verde”, uma variedade Portuguesa (landrace) característica da 

região da Lardosa, Castelo Branco, e distinta pelo seu hilo verde em vez do habitual hilo preto 

(Castro et al., 2016). Em relação ao castanheiro, utilizou-se a variedade “martaínha”, uma das 

principais produzidas nos distritos de Viseu e Guarda (Gomes-Laranjo et al., 2007).  

Fizeram parte do grupo de amostras as diversas partes dos recursos endógenos descritos na 

Tabela 5.1. Previamente à elaboração dos extratos, as amostras foram lavadas em água corrente e 

água esterilizada e secas. Após a secagem, as amostras foram trituradas durante um minuto e 

meio à velocidade máxima no processador de alimentos Vorwerk, Bimby TM5, ou num moinho 

Fritsch Pulverisette 19 em partículas de 0,2mm, e armazenadas a 2ºC. 

Tabela 5.1 – Grupos de amostras 

Recurso Parte utilizada Método de secagem 

Olea europaea 

(Oliveira) 

Folha Micro-ondas 

Desidratador 35ºC (10 dias) 

Bryonia dioica 

(Norça) 

Folha Desidratador 35ºC (21h) 

Sambucus nigra 

(Sabugueiro) 

Folha Temperatura ambiente e abrigo da 

luz (6 dias) 

Vigna unguiculata 

(Feijão-frade variedade “cara-

verde”) 

Folha Temperatura ambiente e abrigo da 

luz (6 dias) 

Desidratador 35ºC (24h) 

Micro-ondas 

Raiz Temperatura ambiente e abrigo da 

luz (10 dias) 

Vagem Temperatura ambiente e abrigo da 

luz (18 dias) 

Caule Temperatura ambiente e abrigo da 

luz (18 dias) 

Arbutus unedo 

(Medronheiro) 

Folha Desidratador 35ºC (6 dias) 

Fruto Desidratador 50ºC (6 dias) 



 24 

Castanea sativa 

(Castanheiro variedade 

“martaínha”) 

Folha Desidratador 35ºC (76h) 

Pele interior do 

fruto 
- 

 

  

Figura 5.1 – Conjunto de amostras vegetais utilizadas na produção de extratos. (A) castanheiro “martaínha”, (B) 

medronheiro, (C) norça, (D) feijão frade “cara-verde”, (E) oliveira e (F) sabugueiro. 

O último grupo de amostra, constituído pela pele interior da castanha, não sofreu lavagem, 

secagem ou trituração, e foi diretamente utilizado como recolhido da castanha. 

 

5.2 Preparação dos extratos 

Os protocolos utilizados para a preparação dos extratos foram baseados de acordo com a 

bibliografia referenciada, contando com as adaptações seguidamente descritas. No final de cada 

método, todos os extratos foram filtrados com uma compressa estéril e, em alguns casos, ainda 

com um filtro de seringa de nylon estéril de 0,22 µm. Por fim, os extratos foram armazenados a 

uma temperatura de -80ºC. A cada extrato elaborado foi atribuída uma nomenclatura que 

consiste nas iniciais do recurso utilizado, uma abreviatura do solvente e um número indicativo da 

ordem de elaboração do extrato:  

 

 

A B C D 

E F 
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 Extrato metanólico de folha de oliveira (Omet1) 

As folhas utilizadas na preparação deste extrato foram secas no micro-ondas e trituradas no 

processador de alimentos. A extração foi feita adicionando uma mistura de 2 mL de metanol e 8 

mL de água estéril a 0,5 g de amostra. A solução foi levada ao vortéx durante 3 minutos e 

seguidamente centrifugada a 4000 RPM durante 30 minutos. Este processo foi feito em triplicado 

e os sobrenadantes recuperados para um balão de vidro, levados ao evaporador rotativo a 40ºC 

(Heidolph Rotary Evaporator HEI-VAP Precision) para evaporação do solvente, e liofilizados. Por 

fim, o extrato obtido foi dissolvido para obter uma concentração final de 40 mg/mL em DMSO 

1% (Baysal et al., 2021). 

 

 

 

 

Figura 5.2.1 – Preparação do extrato Omet1. (A) Extrato após centrifugação; (B) Evaporação do solvente. 

Extrato aquoso de folha de norça (Baq7) 

As folhas utilizadas na preparação deste extrato foram trituradas no processador de alimentos. A 

extração foi feita através de uma decocção, onde se ferveram 1g de material triturado em 200mL 

de água, durante 5 minutos. Após filtração, os extratos foram liofilizados (LABCONCO FreeZone 

4.5 Liter Benchtop Freeze Dry System) e no final diluídos em água estéril para uma concentração 

de 100 mg/mL (Gomes et al., 2020). 

 

 

 

 

 

Figura 5.2.2 – Elaboração do extrato Baq7 

Extrato aquoso de folha de oliveira (Oaq8) 

As folhas utilizadas na preparação deste extrato foram secas em micro-ondas e trituradas no 

processador de alimentos. A extração foi feita através de uma decocção, onde se ferveram 4 g de 

material triturado em 200 mL de água, durante 5 minutos. Após filtração, o extrato foi liofilizado 

e no final diluído em água estéril para uma concentração de 100 mg/mL (Pereira et al., 2007).  

C 

A B 
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 Extrato aquoso de folha de feijão frade (Faq9) 

As folhas utilizadas na preparação deste extrato foram secas em micro-ondas e trituradas no 

processador de alimentos. A extração foi feita através de uma decocção, onde se ferveram 2 g de 

material triturado em 200 mL de água, durante 5 minutos. Após filtração, o extrato foi liofilizado 

e no final diluído em água estéril para uma concentração de 100 mg/mL (Gomes et al., 2020). 

 Extratos aquosos de folha de norça, feijão frade, oliveira, medronheiro e 

sabugueiro (Baq10, Faq11, Oaq12, Oaq13, Maq14 e Saq15) 

A elaboração destes extratos foi feita através de decocções onde se ferveram 20, 10 e 5 g de 

material triturado em 200 mL de água durante 5 minutos, dando origem a três extratos com o 

mesmo código (ex: Baq10.1, Baq10.2, Baq10.3, respetivamente). Após filtração, os extratos foram 

liofilizados e no final diluídos em água estéril para uma concentração de 100 mg/mL (Gomes et 

al., 2020). Os extratos Saq15 foram ainda filtrados com um filtro de seringa de nylon estéril de 

0,22 µm. 

As folhas utilizadas na preparação de Oaq12 foram secas no micro-ondas, enquanto as utilizadas 

na preparação de Oaq13 foram secas no desidratador. 

 

 

 

 

 

 Extratos aquosos de raiz, vagem e caule de feijão frade (FRaq16, FVaq17, 

FCaq18) 

As raízes e os caules utilizados para a elaboração deste extrato foram trituradas em partículas de 

0,2 µm no moinho e as vagens no processador de alimentos. A extração foi feita colocando 5 g de 

amostra em 100 mL de água estéril em agitação (150 RPM) durante 24 horas. Ao fim deste tempo, 

o extrato foi filtrado com uma compressa estéril e levado ao evaporador rotativo para evaporação 

do solvente. No fim, o extrato foi diluído em água estéril para 800 mg/mL (Degu et al., 2021). 

Após dissolução em água, o extrato foi filtrado com um filtro de seringa de nylon estéril de 0,22 

µm. 

 

 

 

 

Figura 5.2.3 – Extratos em liofilização  

A B 

Figura 5.2.3 – Elaboração dos 

extratos FRaq16, FVaq17 e FCaq18. 

(A) Extratos em agitação; (B) 

Evaporação do solvente de FVaq17. 
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 Extratos aquosos de folha de oliveira e medronheiro (Oaq19 e Maq20) 

As folhas utilizadas para realizar este extrato foram secas no desidratador e trituradas no 

processador de alimentos. A extração foi feita fervendo 2 g de amostra em 100 mL de água durante 

30 minutos. O extrato foi filtrado com uma compressa estéril, seco em evaporador rotativo e 

liofilizado. Por fim, o produto final foi dissolvido em água de modo a obter uma concentração de 

20 mg/mL (Quave et al., 2008). 

 

 

 

 

Figura 5.2.4 – Ebulição dos extratos Oaq19 e Maq20. 

 Extratos etanólicos de folha de oliveira e medronheiro (Oet21 e Met22) 

As folhas utilizadas para realizar este extrato foram secas no desidratador, trituradas no 

processador de alimentos e a extração foi feita colocando 10 g de amostra em 100 mL de etanol 

95%. A solução ficou em repouso durante 72 horas, com agitação diária. 

O extrato foi filtrado com uma compressa estéril e levado ao evaporador rotativo para evaporação 

do solvente, e liofilizado. Por fim o produto final foi dissolvido em DMSO 1% de modo a obter uma 

concentração de 20 mg/mL (Quave et al., 2008). Após dissolução, o extrato foi filtrado com um 

filtro de seringa de nylon estéril de 0,22µm. 

 

 

 

 

Figura 5.2.5 – Elaboração dos extratos Oet21 e Met22. (A) Extratos em maceração; (B) Extratos em liofilização. 

Extratos aquosos de folha de oliveira e medronheiro (Oaq23 e Maq24) 

As folhas utilizadas para realizar este extrato secaram no desidratador, foram trituradas no 

processador de alimentos e a extração foi feita colocando uma solução de 5 g de amostra e 90 mL 

de água estéril em banho de ultrassons (Elmasonic S 300 (H)) durante 45 minutos. O extrato foi 

colocado em agitação 250 RPM “overnight”. Por fim, foi filtrado com uma compressa estéril, seco 

no evaporador rotativo e dissolvido em água estéril para uma concentração final de 400 mg/mL 

(Gonelimali et al., 2018).  

B 

A B 
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 Extratos etanólicos de folha de oliveira, medronheiro, vagem e folha de 

feijão frade e folha de castanheiro (Oet25, Met26, FVet28, Fet30, Cet31) 

A extração foi feita colocando 5 g de material triturado e 90 mL de uma mistura 9:1 etanol/água 

estéril em banho de ultrassons durante 45 minutos. O extrato foi colocado em agitação 250 RPM 

“overnight”. Por fim, o extrato foi filtrado com uma compressa estéril, seco no evaporador rotativo 

e dissolvido em DMSO 1% para uma concentração final de 400 mg/mL (Gonelimali et al., 2018). 

As folhas utilizadas na preparação de Oet25 foram secas no desidratador, e as utilizadas em Fet30 

à temperatura ambiente e abrigo da luz. 

 

 

 

 

 

Figura 5.2.6 – Elaboração dos extratos Oaq23 a Cet31 e CPet34. (A) Extratos em banho de ultrassons; (B) Extratos em 

agitação; (C) Filtração do extrato Oaq23; (D) Evaporação do extrato Met26.  

 Extratos aquosos de folha de castanheiro e pele interior da castanha 

(Caq32 e CPaq33) 

As folhas ou a pele interior da castanha utilizadas para realizar este extrato foram trituradas no 

processador de alimentos. A extração foi feita fervendo 2 g de amostra em 100 mL de água estéril 

durante 30 minutos. O extrato foi filtrado com uma compressa estéril, seco em evaporador 

rotativo e liofilizado. Por fim o produto final é dissolvido em água de modo a obter uma 

concentração de 20 mg/mL (Quave et al., 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 5.2.7 – Elaboração dos extratos Oaq19, Maq20, Caq32, CPaq33 e Mmet35. (A) Extrato CPaq33 em ebulição; (B) 

Extratos Oaq19, Maq20, Caq32, CPaq33 e Mmet35 em liofilização. 

 

A B C 

A B 

D 
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Extrato etanólico de pele interior de castanha (CPet34) 

A extração foi feita colocando 5 g de material e 90 mL de uma mistura 9:1 etanol/água estéril em 

banho de ultrassons durante 45 minutos. O extrato foi colocado em agitação 250 RPM 

“overnight”. Por fim, foi filtrado com uma compressa estéril, seco no evaporador rotativo e 

dissolvido em DMSO 1% para uma concentração final de 400 mg/mL (Gonelimali et al., 2018).  

Extrato metanólico de medronho (Mmet35) 

Os medronhos utilizados para a elaboração deste extrato foram secos em desidratador, 

congelados a -80ºC e triturados no processador de alimentos. A amostra obtida foi liofilizada. A 

extração foi feita colocando 2 g deste liofilizado em 100 mL de metanol à temperatura ambiente 

durante 72 horas. Após este tempo, filtrou-se o extrato com uma compressa estéril, evaporou-se 

o solvente no evaporador rotativo e foi feita uma liofilização. Por fim, o produto final foi dissolvido 

em DMSO 1% para uma concentração de 2000 mg/mL (Mwambete, 2009). Após dissolução, o 

extrato foi filtrado com um filtro de seringa de nylon estéril de 0,22 µm.  

 

 

 

 

Figura 5.2.8 – Extrato Mmet35 em maceração 

 

5.3 Preparação das estirpes bacterianas 

Para a testagem da atividade antimicrobiana e anti-biofilme foram utilizadas as estirpes Listeria 

monocytogenes NCTC 11994, Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924 (ATCC 9027) e 

Staphylococcus aureus NCTC 10788 (ATCC 6538) obtidas de uma BIOBALL® Standardized 

Strains (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, França). Estes microrganismos foram inoculados em TSB 

(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Itália) (para L. monocytogenes), MHB (VWR International, 

Pensilvânia, EUA) (para S. aureus) e NB (VWR International, Pensilvânia, EUA) (para P. 

aeruginosa), “overnight” a 30ºC, e as culturas foram criopreservadas (-80ºC) em glicerol 30% 

numa proporção de 1:2.  

Aquando da sua utilização, as culturas eram revivificadas em placas de TSA (Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha) (para L. monocytogenes), MHA (Biokar Diagnostics, Allonne, França) 

(para S. aureus) e NA (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (para P. aeruginosa) durante 24 

horas a 37ºC e 25ºC, no caso da P. aeruginosa. Após este tempo, eram retiradas algumas colónias 

para os meios líquidos já mencionados para elaboração de uma pré-cultura, a 30ºC, que atingisse 

a fase exponencial de crescimento. Nesta altura, as culturas eram acertadas a 0,5 McFarland com 
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uma solução salina 0,45% NaCl (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, França), e utilizadas de acordo como 

descrito seguidamente. 

 

5.4 Atividade antimicrobiana 

A avaliação da atividade antibacteriana foi feita através do método de difusão em disco, e por 

diluição em meio líquido, com base em de Oliveira et al., 2019 e Kowalska-Krochmal & Dudek-

Wicher, 2021, respetivamente.  

5.4.1 Concentração mínima inibitória (CMI) e concentração 

mínima bactericida (CMB) 

Em microplacas de 96 poços foram colocados, em triplicado, 100 µL de meio de cultura estéril em 

cada poço e 100 µL de extrato no primeiro poço de cada coluna e homogeneizados fazendo “up 

and down” 6-8 vezes. De seguida, retiraram-se 100 µL deste poço inicial que foram colocados no 

poço seguinte e repetiu-se o procedimento de modo a obter diluições sucessivas 1:2 do extrato, 

obtendo as concentrações indicadas na Tabela 5.5. Por fim, adicionaram-se 100 µL de cultura 

diluída em solução salina (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, França) numa proporção de 1:100 e as 

placas foram incubadas a 37ºC e 380 RPM durante 24 horas. Para controlo positivo colocaram-

se 100 µL do antibiótico cloranfenicol (25 µg/mL) (VWR International, Pensilvânia, EUA), e para 

controlo negativo 100 µL do solvente do extrato na mesma concentração utilizada nos extratos. 

Foi ainda efetuado um controlo de esterilidade constituído por 200 µL de meio estéril. 

Consideraram-se concentrações mínimas inibitórias onde foi possível identificar uma ausência de 

crescimento bacteriano, ou seja, ausência de turvação. Alguns extratos, quando imediatamente 

em contacto com o meio de cultura, adquiriam um aspeto coloidal que impedia a análise dos CMI, 

de modo que foi necessário adicionar uma incubação de 2-3 horas, nas condições já referidas, com 

40 µL de resazurina 0,01% (ThermoFisher Scientific, Massachussetts, EUA), colocada tanto nos 

poços experimentais como nos poços de controlo. Efetuaram-se 5 ensaios independentes sendo o 

resultado apresentado a moda dos mesmos. 

Para determinar a CMB, 100 µL dos poços 2×CMI, CMI e ½×CMI, foram espalhados em NA, 

MHA e TSA, para P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes, respetivamente, com ajuda de 

um espalhador estéril. Estas placas foram incubadas durante 24 horas a 25ºC no caso de P. 

aeruginosa, e 37ºC para as restantes bactérias. Considerou-se CMB, a concentração mais baixa 

onde não cresceram colónias na placa, efetuaram-se também 5 ensaios independentes sendo o 

resultado apresentado a moda dos mesmos. 

Tabela 5.4 – Concentrações de cada extrato testadas no ensaio de determinação da CMI 

Extrato Intervalo de concentrações testadas (mg/mL) 

Omet1 0,08-10,00 
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Baq7 a Saq15.3 0,20-25,00 

FRaq16 a FCaq18 1,56-200,00 

Oaq19 a Met22 0,04-5,00 

Oaq23 a Fet30 0,78-100,00 

Cet31 0,05-100,00 

Caq32 e CPaq33 0,04-5,00 

CPet34 0,78-100,00 

Mmet35 3,91-500,00 

 

5.4.2 Difusão em disco 

Placas de TSA, NA e MHA foram inoculadas com 200 µL de cultura por espalhamento com uma 

zaragatoa estéril, e com uma pinça esterilizada colocaram-se discos de papel de 9 mm (Whatman, 

Maidstone, Reino Unido) impregnados com 50 µL de extrato. Cada placa continha um disco de 

controlo negativo, contendo o solvente correspondente, na mesma concentração utilizada no 

extrato; um disco de controlo positivo, cloranfenicol (100 µg/mL); e três discos com diferentes 

concentrações do mesmo extrato denominadas de E1 (diluição 1:2 da concentração inicial), E2 

(diluição 1:4 da concentração inicial), E3 (diluição 1:8 da concentração inicial). 

As placas foram incubadas 24 horas a 37ºC (exceto P. aeruginosa, que foi colocada a 25ºC), e ao 

final deste tempo foram quantificados os halos de inibição, de acordo com Tendencia, 2004, e 

feito um registo fotográfico das placas. 

Este ensaio foi apenas realizado para os extratos que apresentaram atividade inibitória em CMI. 

 

5.5 Atividade anti biofilme 

5.5.1 Inibição da formação de biofilme 

A taxa de inibição de formação de biofilme foi determinada através do método de coloração com 

violeta de cristal em microplaca, segundo O’Toole, 2010 com algumas modificações. Para cada 

extrato foram testadas as concentrações de 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI. 

Em microplacas de 96 poços foram colocados 50 µL de uma diluição 1:100 da cultura, em meio 

estéril suplementado com 2% de glucose (NB, MHB, ou TSB, para P. aeruginosa, S. aureus e L. 

monocytogenes, respetivamente) e 50 µL de extrato, diluído no solvente correspondente de modo 

a perfazer a concentração desejada. Como controlo de solvente reservaram-se poços onde foram 

colocados 50 µL de cultura e 50 µL do solvente dos extratos, na mesma concentração utilizada 

nos extratos. Foi ainda efetuado um controlo de extrato com 50 µL de meio estéril e 50 µL a cada 

concentração testada, e um controlo de esterilidade constituído por 100 µL de meio estéril. 
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As placas foram incubadas a 37ºC durante 48 horas. Após este tempo, retiraram-se as células 

planctónicas virando a placa ao contrário, e os poços foram lavados com PBS. Fez-se uma fixação 

com 125 µL de metanol, durante 20 minutos. Após remoção do metanol, adicionaram-se 125 µL 

de uma solução de violeta de cristal (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 0,1% em água, e as 

placas foram incubadas 10-15 minutos à temperatura ambiente. As placas foram novamente 

lavadas como descrito, secas com papel e deixadas a secar, invertidas, de um dia para o outro. Por 

fim, para quantificar o biofilme foram adicionados 125 µL de ácido acético 30% preparado com 

água, e as placas foram novamente incubadas 10-15 minutos à temperatura ambiente. A 

absorvância foi lida a 600 nm através de um leitor de microplacas Varioskan™ LUX multimode 

microplate reader. 

A percentagem biomassa de biofilme foi calculada, utilizando as Abs600nm do ensaio e do controlo 

de solvente com a seguinte fórmula utilizada por Tea et al., 2022: 

%Biomassa de Biofilme = (Ensaio/Controlo) × 100 

 

5.5.2 Dispersão de biofilme 

A taxa de dispersão de biofilme foi determinada segundo o protocolo de Famuyide, 2019 com 

algumas alterações. Para cada extrato foram testadas as concentrações de 8×CMI, 4×CMI e 

2×CMI. 

Em microplacas de 96 poços foram colocados 100 µL de uma diluição 1:100 de cultura em meio 

estéril (NA, MHA, ou TSA, para P.aeruginosa, S.aureus e L. monocytogenes, respetivamente)  

suplementado com 2% de glucose, em todos os poços e a placa foi incubada 48 horas a 37ºC. Ao 

final deste tempo, as células planctónicas foram removidas virando a placa ao contrário, e os 

poços foram lavados com PBS. A cada poço foram adicionados 100 µL de extrato diluído no 

solvente correspondente para as concentrações pretendidas, e a placa foi novamente incubada 

nas mesmas condições durante 24 horas. Como controlo negativo utilizou-se o solvente do 

extrato, à mesma concentração utilizada nestes. Fizeram-se ainda um controlo de extrato onde 

foram colocados apenas 100 µL de extrato, sem cultura bacteriana adicionada, diluído no solvente 

correspondente para as mesmas concentrações testadas, e um controlo de esterilidade constituído 

por 100 µL de meio de cultura. 

Após a segunda incubação, o extrato foi removido como descrito para remover as células 

planctónicas e foi feita uma nova lavagem com PBS. Adicionalmente elaborou-se uma fixação 

química do biofilme com 125 µL de metanol, durante 20 minutos. Por fim, de modo a quantificar 

o biofilme final, procedeu-se à coloração de violeta cristal como anteriormente descrito.  

A percentagem biomassa de biofilme foi calculada, utilizando as Abs600nm do ensaio e do controlo 

negativo, com a seguinte fórmula utilizada com a seguinte fórmula utilizada por Tea et al., 2022: 
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%Biomassa de Biofilme = (Ensaio/Controlo) × 100 

 

5.6 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média±desvio padrão, no caso dos ensaios de difusão em disco e 

dos ensaios relativos à atividade anti-biofilme, enquanto que para os ensaios de CMI e CMB foram 

expressos como a moda de cinco ensaios independentes. A análise estatística foi elaborada através 

do software GraphPad Prism8, onde foi aplicado o teste t de Student para a análise dos ensaios 

de quantificação dos biofilmes, e o p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo e os 

valores ****p<0,0001; ***p<0,0002; **p<0,005 e *p<0,05 indicam o grau de evidência 

estatístico. 
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Capítulo 6 

 

Resultados e discussão 

 

6.1 Atividade antimicrobiana 

6.1.1 Concentração mínima inibitória e concentração mínima 

bactericida 

A atividade antimicrobiana dos extratos produzidos foi primeiramente avaliada através da 

determinação das CMI, onde se verificou-se que S. aureus demonstrou ser o microrganismo mais 

suscetível a extratos vegetais e L. monocytogenes o menos suscetível.  

Aquando da realização deste teste, alguns extratos ao entrarem imediatamente em contacto com 

o meio de cultura adquiriam um aspeto coloidal que impedia a análise dos CMI. De modo a poder 

verificar resultados, procedeu-se à adição de resazurina aos seguintes extratos: Maq14.1, Maq14.2, 

Maq14.3, Saq15.1, Maq20, Met22, Maq24, Met26, Cet31, CPaq33 e CPet34. 

A determinação da CMB permite distinguir um efeito bacteriostático de um efeito bactericida, e 

deste modo determinar a que concentração o extrato irá não só inibir o crescimento dos 

microrganismos presentes, como também eliminar os mesmos. Assim, verificou-se que a CMB 

coincide com a CMI para os extratos Oaq13.2, Saq15.3 e Caq32 em P. aeruginosa, Oaq12.3 e 

Oaq19 em S. aureus, e Maq14.1, Maq14.2, Cet31, Caq32 e CPaq33 em L. monocytogenes. 

Na tabela 6.1.1 encontram-se os resultados descritos para CMI e CMB de cada extrato no respetivo 

microrganismo. 

 

Tabela 6.1.1 – Resultados CMI e CMB. Os resultados representam a moda de 5 ensaios independentes 

expressos em mg/mL. 

Extrato 

Espécies bacterianas 

L. monocytogenes P. aeruginosa S. aureus 

CMI CMB CMI CMB CMI CMB 

Omet1 >10,00 >10,00 >10,00 >10,00 2,50 5,00 

Baq7 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Oaq8 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 3,13 6,25 

Faq9 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Baq10.1(*) >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Baq10.2 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Baq10.3 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 25,00 >25,00 

Faq11.1 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 
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Faq11.2 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Faq11.3 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 

Oaq12.1 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 3,13 >25,00 

Oaq12.2 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 3,13 6,25 

Oaq12.3 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 3,13 3,13 

Oaq13.1 >25,00 >25,00 6,25 >25,00 6,25 12,50 

Oaq13.2 >25,00 >25,00 6,25 6,25 6,25 12,50 

Oaq13.3 >25,00 >25,00 6,25 >25,00 6,25 12,50 

Maq14.1 6,25 6,25 6,25 >25,00 3,13 6,25 

Maq14.2 3,13 3,13 12,50 n.d. 1,56 3,13 

Maq14.3 1,56 3,13 12,50 25,00 1,56 3,13 

Saq15.1 12,50 25,00 12,50 >25,00 12,50 25,00 

Saq15.2 25,00 >25,00 25,00 >25,00 25,00 >25,00 

Saq15.3 25,00 >25,00 25,00 25,00 12,50 >25,00 

Fraq16(*) n.d n.d 50,00 n.d 200,00 n.d 

FVaq17 >200,00 >200,00 >200,00 >200,00 >200,00 >200,00 

FCaq18(*) 200,00 n.d 200,00 n.d 200,00 n.d 

Oaq19 >5,00 >5,00 2,50 >5,00 2,50 2,50 

Maq20 2,50 5,00 n.d. n.d. 1,25 2,50 

Oet21 >5,00 >5,00 5,00 >5,00 >5,00 >5,00 

Met22 1,25 2,50 2,50 >5,00 1,25 2,50 

Oaq23 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 

Maq24 n.d. n.d. n.d. n.d. 3,13 n.d. 

Oet25 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 

Met26 3,13 6,25 n.d. n.d. 3,13 3,13 

FVet28(*) n.d n.d >100,00 n.d 100,00 n.d 

Fet30 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 

Cet31 6,25 6,25 0,39 n.d. 1,56 1,56 

Caq32 2,50 2,50 0,63 0,63 0,63 1,25 

CPaq33 1,25 1,25 1,25 2,50 0,63 1,25 

CPet34 6,25 n.d. n.d. n.d. 3,13 n.d. 

Mmet35 31,25 125,00 7,81 15,63 62,50 125,00 

n.d. significa não determinado; os extratos marcados com (*) correspondem a um único ensaio independente  

6.1.1.1 Listeria monocytogenes  

Em L. monocytogenes os extratos com maior atividade antimicrobiana, ou seja, com CMIs mais 

baixos, foram o extrato aquoso de pele interior da castanha CPaq33 e o extrato etanólico de folha 

de medronheiro Met22, com CMIs de 1,25 mg/mL, seguidamente do extrato aquoso de folha de 

medronheiro Maq14.3, apresentando CMI de 1,56 mg/mL. Já os extratos menos eficazes foram o 

extrato metanólico de medronho com CMI de 31,25 mg/mL, e os extratos aquosos de folha de 
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sabugueiro Saq15.1, Saq15.2 e Saq15.3, sendo as suas CMIs 12,5, 25 e 25 mg/mL, respetivamente 

(Tabela 6.1.1). 

Relativamente a este microrganismo encontram-se descritas CMIs de 62,6 mg/mL em extratos 

etanólicos (Liu et al., 2017) e 0,625 mg/mL em extratos metanólicos de folha de oliveira, bem 

como CMB >5 mg/mL (Nostro, A. et al., 2016), não tendo sido identificada nenhuma atividade de 

extratos de oliveira para este microrganismo neste trabalho. Para o medronheiro apenas existem 

CMIs determinados em extratos etanólicos da folha com valores de 1 mg/mL, indo ao encontro 

do obtido para o extrato etanólico Met22 (Bouyaha et al., 2016). 

Os restantes resultados demonstram que possivelmente a relação solvente/matriz utilizada na 

elaboração dos extratos aquoso de folha de medronheiro pode interferir na sua atividade 

antimicrobiana, uma vez que os extratos Maq14.1, Maq14.2 e Maq14.3 apresentam CMIs 

decrescentes. Já em extrações etanólicas verifica-se uma maior eficácia da extração por 

maceração comparativamente à extração assistida por ultrassons. No castanheiro, observaram-se 

melhores resultados com extrações aquosas, quer relativo à folha quer à pele interior da castanha, 

sugerindo uma melhor solubilidade dos compostos antimicrobianos desta planta em água.  

 

6.1.1.2 Pseudomonas aeruginosa 

Relativamente a P. aeruginosa, os extratos mais eficazes foram o extrato etanólico de folha de 

castanheiro Cet31, que apresenta uma CMI de 0,39 mg/mL, o extrato aquoso da folha de 

castanheiro Caq32, com um valor de 0,63 mg/mL, o extrato aquoso de pele interior da castanha 

CPaq33, com uma CMI de 1,25 mg/mL, e os extratos aquoso de folha de oliveira Oaq19 e 

metanólico de folha de medronheiro Met22 onde se verificaram CMIs de 2,5 mg/mL (Tabela 

6.1.1). 

Encontram-se relatados CMIs de 0,064-0,128 mg/mL e 5 mg/mL, juntamente com CMB >5 

mg/mL em extratos metanólicos da folha de oliveira (Edziri, H. et al., 2019; Nostro, A. et al., 

2016). As CMIs estão de acordo com o obtido para Oet21 apesar de o solvente utilizado não ser o 

mesmo, não tendo sido possível encontrar resultados descritos para extratos aquosos neste 

microrganismo. Nos extratos de medronheiro, os resultados obtidos estão algo de acordo com a 

literatura, que descreve CMIs de 5 mg/mL em extratos aquosos da folha (Ferreira et al., 2012; 

Malheiro et al., 2012), uma vez que se obtiveram CMIs ligeiramente superiores (Tabela 6.1.1). Já 

no fruto, encontram-se descritas CMI de 0,2 mg/mL em extratos metanólicos, o que não 

corresponde ao obtido (Salem et al., 2018). 

Neste caso já se verifica uma consistência de resultados entre extratos da mesma concentração, 

mas com proporções solvente/matriz diferentes, como se pode verificar na tabela 6.1.1 nos casos 

dos extratos Oaq13 e Saq15. Não se verificou CMI nos extratos Oaq12 às concentrações testadas, 

podendo esta diferença estar relacionada com o método de secagem das folhas utilizadas, uma 
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vez que estes extratos utilizaram folhas secas em micro-ondas. Este tipo de secagem pode 

degradar alguns componentes presentes que talvez fossem responsáveis pela inibição que os 

extratos Oaq13 demonstram em P. aeruginosa. Em medronheiro e castanheiro demonstrou-se 

mais eficaz a extração etanólica, evidente nos baixos valores obtidos em relação Met22 e Cet31, 

comparativamente aos extratos aquosos do mesmo recurso.  

 

6.1.1.3 Staphylococcus aureus 

Os extratos que obtiveram maior atividade antimicrobiana para S. aureus foram os extratos 

aquosos de castanheiro Caq32 e CPaq33, com CMIs de 0,63 mg/mL, os extratos de medronheiro 

Maq20 e Met22, com CMIs de 1,25 mg/mL, e os extratos de medronheiro e castanheiro Maq14.2, 

Maq14.3 e Cet31, apresentando CMIs de 1,56 mg/mL (Tabela 6.1.1).  

A literatura descreve CMIs de 100 mg/mL em extratos aquosos de folha de oliveira (De la Ossa, 

J. et al., 2021), 0,032-0,128 mg/mL e 0,625 mg/mL e CMB de em extratos metanólicos 0,25 

mg/mL para S. aureus (Edziri, H. et al., 2019; Nostro, A. et al., 2016), no entanto não foi possível 

observar nenhum destes valores com os extratos produzidos, sendo as CMIs obtidas inferiores no 

caso dos extratos aquosos e superiores no extrato metanólico (Tabela 6.1.1). Referente ao 

medronheiro, encontram-se descritas CMIs de 2,5 mg/mL em extratos aquosos da folha para S. 

aureus (Ferreira et al., 2012; Malheiro et al., 2012), tendo sido os valores obtidos mais baixos. 

Quanto ao fruto, encontram-se descritos CMI de 0,2 mg/mL em extratos metanólicos 

relativamente a S. aureus o que não corresponde ao obtido (Salem et al., 2018). O sabugueiro não 

apresenta muitos estudos relativos às suas capacidades antimicrobianas, tendo sido apenas 

encontrada uma evidência de um extrato etanólico em S. aureus meticilina resistente (Quave et 

al., 2008). Já no castanheiro, extratos etanólicos da folha e da pele interior da castanha têm 

atividade comprovada em S. aureus e S. aureus meticilina resistente (Quave et al., 2008; Zivkovic 

et al, 2010), não tendo sido encontrados dados relativos a extratos aquosos. Relativamente à 

norça, não foram encontradas evidências na literatura de atividade antimicrobiana na folha. 

Apenas foi encontrado um artigo que descreve uma CMI e uma CMB de 1 mg/mL por parte de 

lípidos extraídos das partes aéreas da planta (Dhouioui et al., 2016), pelo que os compostos 

responsáveis pela atividade podem existir em maior abundância noutro local da planta que não a 

folha.  

Verifica-se que os extratos Oaq8, Oaq12.1, Oaq12.2 e Oaq12.3 apresentam maior atividade 

antimicrobiana que os extratos Oaq13.1, Oaq13.2 e Oaq13.3, podendo novamente esta diferença 

estar associada ao método de secagem da folha. O extrato aquoso de norça Baq10.3 foi o único 

proveniente deste recurso a demonstrar atividade antimicrobiana nas concentrações testadas, e 

unicamente em S.aureus. Apesar deste extrato possuir a mesma concentração final que os 

restantes extratos de norça, apenas este produziu inibição pelo que talvez a relação 

solvente/matriz utilizada tenham também alguma influência na extração deste recurso. Também 
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neste microrganismo se verifica que os extratos de folha de castanheiro apresentaram melhores 

resultados com a extrações aquosas. 

 

No que toca à extração vegetal, há diversos fatores que determinam a suscetibilidade 

antimicrobiana de um extrato. Para além dos motivos já referidos, entre eles a escolha do método 

de secagem ou a possível influência da relação solvente/matriz utilizada na extração, a extração 

vegetal pode ser influenciada por outros fatores relacionados com a origem da planta: espécie, 

época da colheita e idade, procedimentos e região de cultivo, condições de armazenamento após 

colheita, entre outros (Izah, 2018, Vaou et al., 2021). A região e o clima onde a planta é cultivada 

são dos principais fatores responsáveis pelas diferenças encontradas entre artigos no que toca a 

atividade antimicrobiana, uma vez que as espécies vegetais podem ter diferentes produção de 

compostos de acordo com a precipitação, humidade, tipo de solo, exposição solar a que estão 

expostas, condições que variam consoante a localização geográfica e que irão consequentemente 

alterar a composição dos extratos (Vaou et al., 2021). Também as condições de extração podem 

afetar o tipo de resultado obtido, por exemplo, a escolha do solvente altera a concentração de 

fitoquímicos extraída consoante a sua polaridade, assim como o tempo da extração e a 

concentração do extrato (Izah, 2018).  

Para além dos resultados mencionados, não foi possível determinar as CMI dos extratos Maq20, 

Maq24, Met26 e CPet34 em P. aerguinosa, e Met26 em L. monocytogenes, nem determinar as 

CMB de Maq14.2, Maq24, Met26, Cet31, CPet34 em P. aeruginosa, Maq24 e CPet34 em S. aureus 

e L. monocytogenes, devido a inconsistências de resultados entre os ensaios elaborados.  

 

6.1.2 Difusão em disco 

Os resultados dos ensaios de difusão em disco não estão de acordo com o observado para as CMIs, 

uma vez que não foi possível observar halos de inibição em todos os extratos que apresentaram 

resultado para CMI. Embora estes extratos tenham demonstrado este tipo de atividade nos 

ensaios de determinação de CMI e CMB, o mesmo não se verificou nos ensaios de difusão em agar. 

O aparecimento de um halo inibitório pode ser influenciado por fatores como a solubilidade da 

substância testada, o seu alcance de difusão no agar, o seu tamanho molecular e até mesmo a 

própria evaporação da substância (Bubonja-Sonje et al, 2020). Os compostos antimicrobianos 

presentes nas plantas são maioritariamente apolares e, dada a natureza aquosa do agar, têm mais 

dificuldade de difusão que compostos polares, pelo que o não aparecimento de halos de inibição 

não significa que o extrato não tem atividade antimicrobiana (Bubonja-Sonje et al, 2020; Eloff 

2019). Por este mesmo motivo, alguns autores não consideram este teste adequado para testagem 

de compostos fenólicos, sendo a determinação das CMI o método standard. 
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Deste modo, não foi possível verificar aparecimento de halos de inibição para os extratos Omet1, 

Oaq12.1, Oaq12.2, Oaq12.3, Oaq13.1 (em S. aureus), Oaq13.2 (em S. aureus), Oaq13.3 (em S. 

aureus), Saq15.1, Saq15.2, Saq15.3, FRaq16, Oaq19 (em S. aureus), Oet21, Maq20, Met22, Caq32, 

CPaq33 (em L. monocytogenes e S. aures) e CPet34 (em L. monocytogenes). Estes resultados não 

vão ao encontro dos resultados obtidos por Baysal et al., 2021 e Malheiro et al., 2012 que 

descrevem halos inibitórios de extratos metanólicos de folha de oliveira em S. aureus e de extratos 

de folha de medronheiro, quer etanólicos quer aquosos, nas mesmas concentrações testadas de 

Maq20 e Met22, que podem no entanto estar associados à quantidade de extrato colocada nos 

discos. 

Os extratos FCaq18 e FVet28 não foram testados pelas razões já anteriormente mencionadas. 

Os extratos com maior capacidade de inibição foram os extratos de medronheiro e os extratos 

etanólicos de castanheiro, sendo que os extratos de oliveira demonstram fraca capacidade de 

difusão no agar, inclusivamente não formando halos de inibição em S. aureus, como se pode 

verificar na Tabela 6.1.2. 

Os extratos aquosos e etanólicos de folha de medronheiro Maq14.1, Maq14.2, Maq14.3, Maq24, 

Met26 têm maior capacidade de inibição em L. monocytogenes, com diâmetros de inibição entre 

13,00±0,00 mm e 20,67±0,58 mm,  e menor em P. aeruginosa, com diâmetros de inibição entre 

9,00±0,00 mm e 13,68±0,58 mm (superando os diâmetros descritos por Malheiro et al., 2012, 

onde se verificam valores entre 9 mm e 10mm para concentrações 5-10 mg/disco),  enquanto que 

a eficácia do extrato metanólico de medronho Mmet35 é exatamente o oposto, verificando-se 

diâmetros para P. aeruginosa entre os 13,33±2,08 mm e os 20,00±1,00 mm e entre 10,33±0,58 

mm e 15,00±1,00 mm em L. monocytogenes. Nos extratos etanólicos de castanheiro Cet31 e 

CPet34, o microrganismo mais suscetível é L. monocytogenes com halos entre 16,00±1,00 mm e 

os 20,67±0,58 mm relativamente à folha e entre 12,00±0,00 mm e 14,33±1,53 mm relativamente 

à pele interior da castanha. O mais resistente em extratos da folha foi S. aureus apresentando 

halos entre 10,33±0,58 e 14,67±0,58 mm, e em extratos da pele interior da castanha P. 

aeruginosa 9,67±0,58 mm. Resultados já reportados para concentrações ligeiramente abaixo das 

testadas em extratos etanólicos da folha demonstram diâmetros de inibição de 14-16 mm e de 9,67 

mm acerca de extratos da pele interior da castanha, relativo a S. aureus (Zivkovic et al, 2010), 

indo ao encontro do obtido no trabalho. Os diâmetros de inibição obtidos para cada extrato estão 

representados na Tabela 6.1.2. 
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Tabela 6.1.2 – Diâmetros de inibição (mm) relativos às três concentrações de extrato testadas. Média±SD, n=3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os diâmetros de inibição apresentados incluem o diâmetro do disco utilizado, 9mm. (-) significa extrato não testado 

 
 

 

Extrato 
Espécies bacterianas 

L. monocytogenes P. aeruginosa S. aureus 
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3 

Oaq13.1 - - - 11,33±0,58 10,00±1,00 9,67±0,58 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 
Oaq13.2 - - - 11,33±0,58 10,00±1,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 
Oaq13.3 - - - 12,67±0,58 10,67±0,58 9,33±0,58 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 
Maq14.1 18,00±1,73 15,33±0,58 13,33±0,58 12,33±0,58 10,67±0,58 9,00±0,00 13,33±0,58 10,67±0,58 9,00±0,00 
Maq14.2 16,33±0,58 15,00±1,00 13,00±0,00 11,33±0,58 10,50±0,71 9,00±0,00 12,67±0,58 10,33±0,58 9,00±0,00 
Maq14.3 15,00±2,00 14,00±2,65 13,33±0,58 11,67±0,58 9,67±0,58 9,00±0,00 12,67±0,58 10,33±0,58 9,00±0,00 

Oaq19 - - - 9,67±0,58 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 
Maq24 20,67±0,58 17,67±0,58 14,67±0,58 13,68±0,58 11,33±0,58 9,00±0,00 14,67±0,58 12,33±0,58 10,33±0,58 
Met26 19,67±1,16 16,33±0,58 13,67±1,16 11,67±0,58 10,67±0,58 9,00±0,00 13,33±1,16 12,00±1,00 10,00±0,00 
Cet31 20,67±0,58 17,00±0,00 16,00±1,00 15,67±3,06 11,67±0,58 10,00±1,73 14,67±0,58 12,67±0,58 10,33±0,58 

CPaq33 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,67±0,58 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 
CPet34 9,00±0,00 9,00±0,00 9,00±0,00 9,67±0,58 9,00±0,00 9,00±0,00 14,33±1,53 13,00±0,00 12,00±0,00 

Mmet35 15,00±1,00 10,33±0,58 9,00±0,00 20,00±1,00 16,00±2,65 13,33±2,08 15,33±1,16 12,00±1,00 9,00±0,00 
Cloranfenicol  37,29±1,23   38,60±3,05   36,10±1,45  

Figura 6.1.2 – Halos de inibição. (A) Cet31 em S.aureus, (B) Maq24 em L. monocytogenes, (C) Mmet35 em P.eruginosa 
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6.2 Atividade anti biofilme 

Determinada a atividade antimicrobiana, procedeu-se à determinação da atividade anti-biofilme, 

através de dois protocolos: inibição da formação de biofilme e dispersão de biofilme. Para cada 

extrato foram testadas as concentrações correspondentes a 2×CMI, 4×CMI e 8×CMI. Devido ao 

esgotamento das amostras recolhidas, a atividade anti-biofilme apenas foi possível determinar 

para os extratos Omet1, Oaq8, Oaq12.1, Oaq12.2, Oaq12.3, Oaq13.1, Oaq13.2, Oaq13.3, Maq14.2 

(apenas S. aureus), Saq15.1 (apenas S. aureus e L. monocytogenes), Saq15.2, Saq15.3, Oaq19, 

Maq20 (apenas L. monocytogenes), Oet21 e Caq32 (apenas S. aureus e P. aeruginosa) relativo à 

capacidade de inibição de formação e para Omet1, Oaq8, Oaq12.1, Oaq12.2, Oaq12.3, Oaq13.1, 

Oaq13.2, Oaq13.3, Saq15.1 (apenas S. aureus e L. monocytogenes), Saq15.2 (apenas S. aureus), 

Saq15.3 (apenas S. aureus e P. aeruginosa), Oaq19, Oet21 e Caq32 (apenas S. aureus e P. 

aeruginosa) quanto à capacidade de dispersão. 

Os resultados obtidos apresentaram por vezes percentagens de biomassa de biofilme superiores 

a 100% ou inferiores a 0%. As superiores a 100% indicam que o extrato em questão não tem um 

efeito redutor no biofilme, mas sim promotor da formação de biofilme. As percentagens inferiores 

a 0% ocorriam quando o valor da absorvância obtida para o controlo de extrato era superior ao 

valor experimental. Este facto pode dever-se a alguma aderência do extrato ao poço, responsável 

pelo aumento do valor da absorvância aquando da leitura. Outra questão que pode estar na causa 

destes resultados foi a fraca formação de biofilme demonstrada pelas estirpes durante os ensaios. 

Sabemos que os biofilmes formados pelas bactérias podem ser classificados em fracamente, 

moderadamente e fortemente aderentes, através da comparação entre DO de poços experimentais 

e de controlo estéril (Stepanovic et al., 2000), e durante os ensaios realizados, várias vezes os 

valores obtidos correspondiam a fracamente aderente, e por vezes mesmo não aderente, levando 

à exclusão de alguns resultados. No entanto, apesar de expressos nos gráficos seguidamente 

apresentados, estes valores negativos, assim como os valores de significância associados, não 

devem ser tomados em conta. Considera-se que estes valores correspondem a 0% de formação de 

biomassa de biofilme.  

Alguns resultados também apresentam desvios padrão elevados, o que indica uma diferença 

muito acentuada entre os valores de ensaio para ensaio. Esta disparidade pode dever-se a várias 

razões: alterações no ambiente da sala, alterações na composição do extrato devidas ao 

congelamento e descongelamento das alíquotas preparadas, a concentração de glucose e os meios 

de crescimento escolhidos, erros do operador, entre outros. Dado que este tipo de ensaio é muito 

propício à ocorrência de variabilidade, recomenda-se a realização de várias repetições e 

replicados, sendo que os ensaios foram apenas efetuados três vezes em triplicado para cada 

concentração, seria necessário repetir os mesmos e aplicar alterações melhorativas do método 

para perceber quais os valores corretos e eliminar possíveis valores atípicos.  

Nos ensaios de formação de biofilme relativos a P. aeruginosa podemos verificar percentagens de 

biomassa de biofilme inferiores ao controlo em todos os extratos. Neste microrganismo apenas 
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foi possível obter um n=3 para o extrato etanólico Oet21 (devido às questões mencionadas acima) 

apresentando percentagens de redução de biomassa de biofilme de 72,38(±7,95)%, 

90,44(±11,64)% e 90,01(±29,14)% para 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI, respetivamente; e para o 

extrato aquoso Caq32 onde se verificou uma percentagem de 62,29(±34,82)% relativamente a 

8×CMI. Estes e os restantes resultados de P. aeruginosa encontram-se descritos nas Figuras 6.2.1, 

6.2.2 e 6.2.3.  

Na literatura, não foram encontradas evidências de atividade anti-biofilme relativas a extratos 

aquosos quer de folha de oliveira, quer de sabugueiro referentes a P. aeruginosa. Encontraram-

se, no entanto, percentagens de inibição de formação de biofilme de 80,6-82,2% em extratos 

etanólicos de folha de oliveira de concentração 6,25 mg/mL, e também de extratos metanólicos 

de folha de oliveira de concentrações 0,416-2,5 mg/mL, 0,064-0,128 mg/mL, 0,128-0,256 

mg/mL e 0,256-0,512 mg/mL, respetivamente, percentagens de 10-40%, 30-65%, 55-80% e 75-

90%. A folha de sabugueiro, literariamente, tem atividade tanto na inibição da formação de 

biofilmes, mas também na sua dispersão quando em extrato etanólico. Em P. aeruginosa são 

necessárias concentrações de 0,064 mg/mL e 0,890 mg/mL para inibir a formação do biofilme 

dispersa-lo, em 50%, respetivamente (Křížkovská et al., 2023). 

Figura 6.2.1 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por P. aeruginosa na presença de extratos de folha de 

oliveira. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água para os 

extratos aquosos e DMSO 1% para o extrato etanólico. Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; 

***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. Para os extratos marcados (#) apenas foi obtido um n=2.   

 

 

 

 

 

Figura 6.2.2 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por P. aeruginosa na presença de extratos de folha de 

sabugueiro. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água. 

Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. Para os extratos 

marcados (#) apenas foi obtido um n=2.   
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Em S. aureus, podemos também verificar percentagens de biomassa de biofilme inferiores ao 

controlo em todos os extratos. Apenas três extratos aquosos apresentam percentagens superiores 

a 0% de biomassa formada nas três concentrações testadas: o extrato de folha de oliveira Oaq8, 

com taxas de redução de biofilme de 90,42(±7,88)%, 94,49(±7,754)% e 88,74(±16.92)% para as 

concentrações correspondestes a 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI, respetivamente; o extrato aquoso de 

medronheiro Maq14.2, que apresenta percentagens de 64,22(±23,14)%, 30,24(±18,52)% e 

59,85(±13,68)% para 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI, respetivamente; e o extrato aquoso de oliveira 

Oaq19, onde se verificaram reduções da biomassa de biofilme de 98,74(±31,14)%, 96,28(±11,99)% 

e 87,28(±8,81)% respetivamente 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI. Nos restantes extratos surgem ainda 

percentagens de redução diferentes de zero em todos os extratos em pelo menos uma das 

concentrações testadas, como demonstrado nas Figura 6.2.3, 6.2.4, 6.2.5 e 6.2.6. 

Figura 6.2.4 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por S. aureus na presença de extratos de folha de 

sabugueiro. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água. 

Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. 

Em S. aureus encontraram apenas se encontram descritas percentagens de 50-25%, 35-70%, 65-

80% e 85-95% para concentrações de 0,052-0,3125 mg/mL, 0,032-0,128 mg/mL, 0,064-0,256 

mg/mL e 0,128-0,512 mg/mL, respetivamente, de extratos metanólicos de folha de oliveira (El-

Sayed et al., 2020; Edziri et al., 2019; Nostro et al., 2016). A folha de sabugueiro, literariamente, 

tem atividade não só inibitória da formação de biofilmes, mas também atividade de dispersão 

quando em extrato etanólico. Em S. aureus há inibição da formação de 50% do biofilme a 

concentrações de 0,051 mg/mL e dispersão nesta mesma percentagem a 0,0688 mg/mL. 

Relativamente à folha de castanheiro, extratos aquosos de concentrações 5 mg/mL e 15 mg/mL 
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inibem a formação de biofilme em S. aureus em percentagens de 78% e 96%, respetivamente, 

mais uma vez não correspondendo ao obtido (Cadau et al., 2022).  

Figura 6.2.5 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por S. aureus na presença de extratos de folha de oliveira. 

Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água para os extratos 

aquosos e DMSO 1% para o extrato metanólico. Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; 

***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.2.6 - Percentagem de biomassa de biofilme formada em extratos de folha de medronheiro. (A) Em S. aureus 

(B) Em L. monocytogenes. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como 

solvente água. Significância estatística relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05. 
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Ainda referente ao mesmo ensaio, L. monocytogenes obteve percentagens de redução de biofilme 

nos valores de 63,97(±30,53)%, 64,86(±27,98)% e 69,57(±31,01)% para 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI 

de Maq20 e 92,68(±15,13)% para 8×CMI de Saq15.3 (Figuras 6.2.6 e 6.2.7).   

Figura 6.2.7 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por L. monocytogenes na presença de extratos de folha de 

sabugueiro. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água. 

Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05 

No ensaio de dispersão de biofilme observou-se uma tendência quase total dos extratos em 

promover a formação de mais biofilme. Em P. aeruginosa verificam-se percentagens redutoras e 

significativas nos extratos de folha de oliveira Oaq13.1 4×CMI de 36,10(±10,27)%; Oaq19 8×CMI, 

4×CMI e 2×CMI de 25,25(±14,84)%, 37,66(±22,74)% e 31,53(±14,69)%; e Oet21 4×CMI e 2×CMI 

de 46,15±(14,62)% e 28,75(±15,02)% (Figura 6.2.8). Os restantes resultados referentes a este 

microrganismo encontram-se nas Figuras 6.2.9 e 6.2.10. 

Figura 6.2.8 - Percentagem de biomassa de biofilme de P. aeruginosa presente após ação de extratos de folha de oliveira 

em biofilmes maduros. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente 
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água nos extratos aquoso e DMSO 1% no extrato etanólico. Significância estatística relativamente ao controlo **p<0,005; 

*p<0,05.  

 

 

 

 

 

Figura 6.2.9 - Percentagem de biomassa de biofilme de P. aeruginosa presente após ação de extratos de folha de 

sabugueiro em biofilmes maduros. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como 

solvente água. Significância estatística relativamente ao controlo ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. Para os 

extratos/concentrações marcados (#) apenas foi obtido um n=2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2.10 - Percentagem de biomassa de biofilme presente após ação de extratos de folha de castanheiro em 

biofilmes maduros de (A) S. aures e (B) P. aeruginosa. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em 

triplicado, utilizando como solvente água. Significância estatística relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05. 

No entanto, em S. aureus apenas a concentração correspondente a 2×CMI em Oaq12.1 foi capaz 

de dispersar algum biofilme formado, apresentando uma percentagem de redução de biomassa 

de biofilme de 14,65(±9,38)% (p>0,05). Os resultados dos extratos de castanheiro, oliveira e 

sabugueiro em S.aureus encontram-se nas Figuras 6.2.10, 6.2.11 e 6.2.12, respetivamente. 
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Figura 6.2.11 - Percentagem de biomassa de biofilme de S. aureus presente após ação de extratos de folha de oliveira em 

biofilmes maduros. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente água 

nos extratos aquosos e DMSO 1% no extrato metanólico. Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; 

***p<0,0002; *p<0,05. 

Figura 6.2.12 - Percentagem de biomassa de biofilme de S. aureus presente após ação de extratos de folha de sabugueiro 

em biofilmes maduros. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente 

água. Significância estatística relativamente ao controlo ****p<0,0001; **p<0,005; *p<0,05. Para as concentrações 

marcadas (#) apenas foi obtido um n=2. 
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Já em L. monocytogenes, verificaram-se percentagens de biomassa de biofilme menores que 

100% apenas com o extrato Maq20, nas três concentrações testadas, traduzindo-se em taxas de 

redução de biofilme de 34,67(±17,69)%, 29,28(±23,92)% (p>0,05) e 9,12(±37,10)% (p>0,05), 

respetivamente 8×CMI, 4×CMI e 2×CMI (Figura 6.2.13). 

Figura 6.2.12 - Percentagem de biomassa de biofilme de L. monocytogenes presente após ação de extratos de folha de 

sabugueiro e medronheiro em biofilmes maduros. Foram elaborados três ensaios independentes, cada um em triplicado, 

utilizando como solvente água. Significância estatística relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05. Para os extratos 

marcados (#) apenas foi obtido um n=2. 

Nem todos os resultados obtidos estão de acordo com a bibliografia existente. Tal pode dever-se 

a uma multitude de razões, algumas já anteriormente referidas, como a origem das plantas, a 

época da sua colheita, o seu manuseamento até à elaboração do extrato, como também aos 

métodos e materiais empregues nos ensaios. A utilização de diferentes meios de cultura tem efeito 

no crescimento dos microrganismos, pelo que a sua escolha, a escolha de suplementação do 

mesmo, ou até mesmo do material e temperaturas utilizadas para efetuar os crescimentos 

microbianos podem afetar o resultado da experiência. Nos ensaios de inibição de formação e 

dispersão de biofilme foram utilizadas microplacas de fundo raso, em vez das placas de fundo 

redondo normalmente utilizadas, podendo haver perdas ou a formação do biofilme não ser tão 

eficaz deste modo, levando aos vários problemas apresentados nos resultados deste ensaio. 

Também o facto de a temperatura de crescimento das pré culturas dos três microrganismos ter 

sido 30ºC para todos pode ser um fator de influência no seu crescimento, e consequentemente 

nos resultados, uma vez que diferentes microrganismos reagem de diferente forma à temperatura, 

tendo cada um a sua temperatura ótima de crescimento. A repetição dos extratos após o seu 

termino também pode ser um fator influenciador dos resultados uma vez que, apesar do 

procedimento ser executado da mesma forma, podem ocorrer variações que alterem a extração. 

Alguns dos recursos estudados neste trabalho ainda não têm atividade antimicrobiana e anti 

biofilme descrita, o que também dificulta a comparação de resultados. 
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Capítulo 7 

 

Conclusão 

O interesse da população consumidora por produtos livres de conservantes, aditivos sintéticos e 

produtos com pouco impacto ambiental tem vindo cada vez mais a aumentar ao longo dos anos 

(Batiha et al., 2021; Burt, 2004; Serra et al., 2008). Deste modo, a investigação de alternativas 

naturais a estes compostos tornou-se uma área de grande importância, demonstrado pelo 

crescente número de publicações relacionadas com antimicrobianos naturais (Serra et al., 2008). 

As plantas são, desde os tempos antigos, utilizadas com propósitos medicinais e culinários e na 

sociedade atual vemos já a sua utilização na indústria alimentar (Alirezalu et al., 2020). 

O objetivo deste trabalho passou por estudar possíveis atividades antimicrobiana e anti biofilme 

em algumas plantas originárias do centro de Portugal, de modo a valorizá-las e conceder um novo 

propósito ao desperdício associado ao seu cultivo na forma de um produto natural capaz de inibir 

o crescimento de microrganismos deteriorantes de produtos alimentares. 

Foi possível identificar atividade antimicrobiana de extratos aquosos de folha de oliveira em P. 

aeruginosa e S. aureus, extrato etanólico apenas em P. aeruginosa e metanólico somente em S. 

aureus. Tanto os extratos aquosos de folha de sabugueiro, como todos os extratos produzidos a 

partir de medronheiro e castanheiro, demonstraram atividade inibitória face aos três 

microrganismos testados.  

Verifica-se que tanto a escolha do solvente, como a relação matriz/solvente utilizada na 

elaboração do extrato, e o método extração e de secagem do material vegetal influenciam a 

atividade antimicrobiana.  

Na determinação da atividade anti biofilme, foram empregues dois métodos: avaliação da inibição 

de formação de biofilme e dispersão de biofilme. Com os resultados obtidos podemos concluir que 

a formação de biofilme de S. aureus é afetada por extratos aquosos e metanólicos da folha de 

oliveira, um extrato aquoso de folha de medronheiro e um extrato aquoso de folha de castanheiro. 

Em P. aeruginosa são eficazes extratos aquosos e etanólicos de folha de oliveira, um extrato 

aquoso de folha de sabugueiro e um extrato aquosos de folha de castanheiro. Por fim, em L. 

monocytogenes um extrato aquoso de folha de sabugueiro e um extrato aquoso de folha de 

medronheiro foram capazes de reduzir a formação do seu biofilme. Relativamente à capacidade 

de dispersão de biofilme, verifica-se a atividade de extratos aquosos e etanólicos de folha de 

oliveira em P. aeruginosa e apenas de um extrato aquosos de folha de medronheiro em L. 

monocytogenes. 
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Seria relevante repetir estes ensaios e verificar todos os detalhes dos métodos aplicados, para 

retificar valores elevados de desvio padrão, chegar a resultados mais coesos, e compreender os 

valores negativos obtidos nos ensaios de formação de biofilme. Determinadas as atividades 

antimicrobiana e anti biofilme, o próximo passo desta investigação seria determinar os compostos 

presentes nestes extratos, para determinar os agentes antimicrobianos neles presentes. Daí 

poderiam seguir-se mais testes antimicrobianos aos compostos individuais, e futuramente 

prosseguir para testes toxicológicos a fim de avaliar a possibilidade de utilizar estes recursos como 

conservante natural, a incluir nos próprios alimentos ou nas suas embalagens de modo a oferecer 

uma alternativa aos conservantes sintéticos.  
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Anexo I  

 Curvas de Crescimento  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curvas de crescimento de P. aeruginosa, S. aureus e L.monocytogenes. Os valores estão 

expressos como média±desvio padrão, e foram obtidos a partir de três ensaios independentes
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