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Resumo

Ao longo da histéria 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 varios
problemas de satide, em grande parte devido a presenca de metabolitos biologicamente
ativos. Estes compostos, incluindo antioxidantes e agentes antimicrobianos, tém sido
utilizados devido aos seus potenciais beneficios a satide. Quando se trata da industria
alimentar e das tendéncias de consumo associadas, observa-se uma preferéncia cada vez
maior por produtos livres de conservantes sintéticos e minimamente processados.
Assim, sao necessarias alternativas naturais, quer para aplicacao direta nos alimentos,

quer para incorporacao em embalagens.

De modo a valorizar e descobrir novas aplicacoes para diferentes recursos endégenos do
centro de Portugal, estudaram-se as suas atividades antimicrobiana e anti-biofilme em
trés 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 etanolico do mesmo recurso apenas apresentou em P. aeruginosa
e 0 metandlico somente em S. aureus. Extratos aquosos de folha de sabugueiro, extratos
aquosos e etanolicos de folha de medronheiro, extratos metandlicos de medronho e
extratos aquosos e etandlicos de folha de castanheiro demonstraram atividade inibitoria
face aos trés microrganismos testados, e extratos etandlicos da pele interior da castanha
sdo eficazes em S. aureus e L. monocytogenes. Relativamente a influéncia dos extratos
na formacao de biofilme, verificou-se interferéncia 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 metanolico e etanédlico deste recurso em
apenas um destes microrganismos, respetivamente. Extratos aquosos de folha de
medronheiro sao eficazes na inibicao de formacao de biofilmes de S. aureus e L.
monocytogenes, e um extrato aquoso de folha de sabugueiro demonstrou-se eficaz nos
trés microrganismos. Em biofilmes maduros, destacou-se a acao de um extrato aquoso e
etanolico 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 tém potencial para apresentar uma nova alternativa
natural aos conservantes sintéticos, e consequentemente vir no futuro a ser utilizados

pela industria 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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Capitulo 1

Introducao

O Centro de Apoio Tecnologico Agro-Alimentar (CATAA), com localizacdo em Castelo Branco,
visa proporcionar apoio tecnologico ao setor alimentar através de investigagdo, prestacao de
servicos a populacdo e ainda através do desenvolvimento de novos produtos alimentares. E
constituido por trés unidades laboratoriais (fisico-quimica, microbiologia e anéalise sensorial) e

quatro unidades piloto (lacteos, cArneos, azeites e hortofruticolas).

O estigio final de Mestrado em Bioquimica foi inserido no Programa Integrado de IC&DT
CULTIVAR - Rede de Competéncias para o Desenvolvimento Sustentavel e Inovacdo no Setor
Agroalimentar, um projeto que pretende valorizar os recursos genéticos endogenos da Regido
Centro e impulsionar o setor agroalimentar de forma sustentavel. Assim, o trabalho de estigio
focou-se na caracterizacao de atividades antimicrobiana e anti-biofilme de alguns destes recursos

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

No inicio do estagio, elaborou-se uma pesquisa bibliografica de modo a selecionar recursos de
interesse disponiveis na época desejada, técnicas de extracao vegetal e metodologias para o estudo
das atividades antimicrobiana e anti-biofilme. Apds esta fase, iniciou-se a producao dos extratos
a partir dos recursos selecionados, e a sua testagem para as caracteristicas pretendidas, no

laboratorio de microbiologia. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente.

Durante a realizacdo do trabalho de investigacao, a presenca no CATAA serviu também como
meio de contacto com um contexto laboratorial externo ao ensino, que permitiu o
acompanhamento de varias técnicas, analises e ensaios que enriqueceram as competéncias

adquiridas na universidade e as inserem num ambiente laboral.



Capitulo 2

Local de Estagio e Atividades Desenvolvidas

2.1 Laboratorios

2.1.1 Laboratodrio de Microbiologia
O Laboratério de Microbiologia é constituido por varias salas dispostas de modo a promover o
sentido da “marcha em frente”, ou seja, cada fase do processo de analise microbioldgica esta
atribuida a uma sala, e estas estdo dispostas de modo que a amostra nio retroceda no seu
percurso, isto para evitar qualquer contaminacao cruzada. Assim, existem salas definidas para a
preparacao de meios e esterilizacao de material, preparacao de amostras, sementeiras, ensaios de
biologia molecular, incubacdo, e ainda um espago dedicado a limpeza e descontaminacgio do

material.

Neste laboratorio é possivel encontrar uma variedade de equipamentos tais como balancas,
agitadores peristalticos, autoclaves, banho termostatizado, camaras de fluxo laminar de
seguranca biologica classe II, estufas, microscopios, centrifugas e todas as salas estao equipadas
com filtros de ar HEPA (do inglés, High Efficiency Particulate Air).

No decorrer do estagio, o trabalho de investigacdo percorreu todas areas do laboratoério de
microbiologia na preparacdo de meios, pesagens e diluicoes, inoculagoes, incubagoes, bem como

esterilizacao e limpeza do material.

2.1.2 Laboratério de Fisico-Quimica
O Laboratério de Fisico-Quimica dispoe de uma sala ampla com algumas divisdes dedicadas a
equipamentos de grandes dimenso6es. Neste laboratorio é possivel encontrar equipamentos como
hottes, evaporador rotativo, agitador orbital, cromatbgrafos, liofilizadores, entre outros, bem

como material de vidro corrente e diversos reagentes.

O espacgo e equipamentos do Laboratério de Fisico-Quimica foram utilizados durante o estagio

para a finalizacdo de alguns extratos.



2.1.2 Unidades Piloto

As Unidades Piloto consistem em areas dedicadas a producao de novos produtos de varios géneros

alimentares: hortofruticolas, azeites, carneos e lacticinios.

Nestes espacos encontram-se diversos equipamentos como desidratadores, robds de cozinha,
camaras frigorificas, extratores de 6leo, moinhos, equipamentos para producio de azeite e queijo,

entre muitos mais.

Durante o estagio, as Unidades Piloto foram utilizadas na preparacdo das amostras para a

elaboracao dos extratos, ou seja, lavagem, secagem e trituracdo do material vegetal.

2.2 Atividades

2.2.1 Preparacao de material de laboratoério
Tal como as amostras recebidas, também o material adota um percurso especifico no Laboratorio
de Microbiologia. Ap6s elaboragdo de um ensaio, todo o material utilizado é levado para uma sala
destinada a sua descontaminacao, sendo colocado numa autoclave designada para este efeito. Ao
terminar um ciclo de 30 minutos a 121°C, o material reutilizavel é lavado numa maquina de lavar
com detergente e agua purificada, e posteriormente colocado numa estufa para secagem.
Aquando da necessidade de nova utilizacdo, o material é levado para a sala de esterilizacao e
preparacao de meios, e apos ser submetido a um novo ciclo de autoclave de 15 minutos a 121°C,

regressa ao seu devido local no laboratorio.

De modo a garantir a seguranca e o bom funcionamento das autoclaves, utilizam-se indicadores
quimicos e bioldgicos. O indicador quimico consiste numa fita com riscas brancas que se alteram
para preto na presenca de altas temperaturas. O indicador biolégico 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 apds o ciclo
é incubada a 60°C durante 48 horas. Se a cor da ampola nio sofrer alteragdo, garante-se a

inativacao do microrganismo e consequentemente o bom funcionamento do equipamento.

2.2.2 Preparacao de meios de cultura
A preparagdo de meios de cultura é realizada na sala destinada a este fim e a esterilizacio de
material. Primeiramente, é necessario determinar as quantidades de meio de cultura necessarias
a utilizar, e calcular as quantidades adequadas tanto de meio como de 4gua. Antes de se iniciar a
preparacao do meio de cultura deve sempre desinfetar-se e limpar a bancada com alcool etilico
70% (v/Vv), presente em todas as salas, verificar a tara da balanca (através de um peso padrao) e

preparar todo o material necessario. Ap6s pesagem, hidratacio do meio e, em caso de



necessidade, ajuste do pH, o recipiente onde este foi preparado deve ser identificado com
indicador quimico, a sigla do meio de cultura em maitsculas, seguido da data de preparacio, e
levado a autoclave para esterilizacao. Concluido o ciclo, o meio deve ser arrefecido em banho
termostatizado a 45-50°C antes de ser utilizado e, em caso de sobrar quantidade apoés utilizacao,

esta deve ser armazenada num frigorifico a 4°C.

2.2.3 Analises microbiologicas

No CATAA sao realizadas analises de pesquisa e contagem de microrganismos de diferentes

amostras alimentares. Durante o estagio decorreram analises a paté, carne moida e castanha.

As metodologias aplicadas para tal sao 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 preparacao de amostras, a amostra é pesada e
prepara-se a suspensao inicial, ou solu¢do-mae, com agua peptonada tamponada. A solugio é
colocada num homogenizador (Stomacher®), um equipamento que simula os movimentos
peristéalticos, de modo a homogeneizar a amostra e s6 depois segue para a sala das sementeiras,
onde é sucessivamente diluida e inoculada de acordo com o protocolo adequado. As placas seguem
para a sala de incubagio onde sdo colocadas em estufa a temperatura 6tima de crescimento do

microrganismo em questao.

Apos o tempo de incubagio, as placas sdo analisadas, por contagem das Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), e em caso de necessidade aplicam-se ensaios de confirmagdo, para garantir a

presenca ou auséncia de microrganismos especificos.

Durante o periodo de estagio foram analisadas diversas amostras, como exemplo numa amostra
de paté foi pesquisada a presenca de Listeria monocytogenes. No caso da amostra de carne moida,
realizaram-se ensaios de contagem para microrganismos a 30°C, Escherichia coli (-
glucuronidase positiva e Staphylococcus coagulase positivos, e ensaios de pesquisa de Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes. Relativamente a castanha, foi feito um ensaio de contagem de

bolores, leveduras e microrganismos a 30°C.

Na sequéncia de algumas analises microbiolégicas ha a necessidade de aplicar testes de
confirmacao, que consistem na caracteriza¢io das colonias isoladas através de diferentes técnicas
de modo a, como o nome indica, confirmar a presenca de um microrganismo especifico na

amostra.

2.2.3.1 Provas de confirmacao biologica
A coloracdo de Gram é uma técnica que permite fazer a distin¢ao entre bactérias Gram positivas
e bactérias Gram negativas, e observar a sua forma e disposi¢do. Para realizar este teste é

necessario fazer um esfregaco do microrganismo em questdo, e de seguida adicionar



consecutivamente violeta de cristal, lugol, solucdo descorante (alcool-acetona) e safranina,
lavando com agua destilada entre a aplicacdo de cada reagente. As bactérias Gram positivas
adotam uma coloracdo violeta/azul, pois devido a sua camada Unica e mais espessa de
peptidoglicano, retém o primeiro corante aplicado, enquanto as bactérias Gram negativas

apresentam uma cor rosa/vermelho, retendo apenas a colora¢ao 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 in6culo. Se ocorrer alteracido da cor a

bactéria apresenta esta enzima e é, portanto, capaz de realizar respiracio aerdbia.

Relativamente ao teste da catalase, este é utilizado para determinar a presenca de uma enzima
com o0 mesmo nome, responsavel pela producao de radicais livres de oxigénio. Um resultado
positivo apresenta-se como producao de géis (oxigénio) ao aplicar peroxido de hidrogénio ao

in6culo, observavel pela ocorréncia de efervescéncia.

A hemolise é uma prova de confirmagdo comumente utilizada para verificar a lise de hemacias
pelo microrganismo. O microrganismo isolado é inoculado em agar-sangue, e em caso de teste

positivo devem observar-se halos circundantes a colonia, indicando degradacdo das hemacias.

Por fim, as galerias API® consistem num conjunto de testes bioquimicos que permitem identificar
um perfil bacteriano caracteristico, avaliando parametros como glucose, hormona antidiurética
(ADH), ureia, entre outros. As galerias devem ser inoculadas e incubadas de acordo com as
instrucoes de fabrico e os resultados avaliados como positivos ou negativos. Os valores positivos
sao somados de modo a obter um valor numérico que é comparavel com uma base de dados para

determinar o microrganismo presente.

2.2.4 Ensaios de biologia molecular
Durante o estigio realizaram-se ensaios de isolamento e sequenciacao de acidos nucleicos de
microrganismos, bem como sequenciacoes gendémicas. Estes ensaios requerem a utilizacao de
reagentes tratados contra RNases e DNases de modo a ndo degradarem o material genético. Apos
a extracdo do material genético a sequenciacdo é realizada num sequenciador Nanopore
(MinION® da Oxford Nanopore Technologies), um equipamento que permite a analise em tempo
real de fragmentos longos de RNA ou DNA através da monitorizacdo da corrente elétrica

produzida pela passagem do acido nucleico através de um poro.

Estes tipos de ensaio sao realizados através de kits comerciais, que se fazem também acompanhar
nao s6 dos reagentes e enzimas necessarios, mas também de protocolos estabelecidos pelo

fabricante.



2.2.5 Ensaio da conservacao da castanha
Ao longo do estagio, realizou-se no CATAA um ensaio onde se avaliou a influéncia de diferentes
formas de conservacao da castanha na sua qualidade e tempo de vida ttil. Grupos de 20 castanhas
foram, em triplicado, armazenadas em diferentes atmosferas (5% CO,, 15% CO, e Ionizada)
durante 150 dias. A cada 30 dias, as castanhas eram avaliadas quanto a massa, cor interior e
exterior, textura, pH e era ainda feita uma analise 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 desperdicio.

2.2.6 Construcio de retas UFC vs Densidade Otica (DO)

De modo a avaliar o comportamento de microrganismos e estabelecer uma rela¢ao entre a DO das
suas culturas e as unidades formadoras de coldnias, 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 revivificacdo. Ap6s 20-24 horas, eram retiradas algumas coldnias, e colocadas
em crescimento em Nutrient Broth (NB), Mueller Hinton Broth (MHB), Tryptic Soy Broth (TSB)
e dgua peptonada tamponada (APT), respetivamente, a 30°C. Ao longo de 8-12h, retiravam-se
pequenas aliquotas das culturas, para determinar as suas DO no espetrofotometro.
Paralelamente, quando o microrganismo atingia a fase exponencial de crescimento, eram
plaqueadas diluicoes de 1:10 em PBS, em placas de NA, MHA, TSA e NA, respetivamente. Assim,
pretendiam-se obter dois graficos: um grafico DO vs Tempo, resultante das medigoes
espetrofotométricas ao longo do tempo, e um grafico UFC vs DO obtido através da contagem das
colonias obtidas em placa.

As retas DO vs Tempo, foram utilizadas para determinar o inicio da fase exponencial dos
microrganismos utilizados no trabalho, encontrando-se os graficos das suas curvas de

crescimento no Anexo 1.



Capitulo 3

Enquadramento Tedrico

3.1 Uso tradicional de plantas e o seu potencial uso na

industria 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 doencas
(Negi, 2012). Algumas destas plantas, consideradas medicamentos tradicionais, sdo ainda hoje
utilizadas como parte de tratamentos habituais para determinadas doengas e como conservantes
alimentares (Alviano & Alviano, 2009), sendo exemplos: o uso de folhas e de plantas aromaticas
na preparacao de infusées (Aleksic & Knezevic, 2014); o acido acetilsalicilico, mais conhecido
como aspirina, cujo predecessor 4cido salicilico era originalmente extraido da casca do sabugueiro
pelas civilizagbes egipcias e utilizado no alivio de dores musculares e articulares (Jones, 2010;
Lichterman, 2004; Montirani et al., 2019); o 4cido sérbico, primeiramente obtido do 6leo da fruta
da tramazeira, um composto com atividades antimicrobiana e fungistatica atualmente
implementado pela inddstria alimentar nos alimentos e suas embalagens para a conservacao de
produtos (Naidu, 2000; Robach & Sofos, 1981; Sofos & Busta, 1981). A utilizacao de recursos
naturais diminuiu com a evolucao cientifica, com a descoberta da sintese organica, da quimica
combinatoria e do design computacional de medicamentos, que oferecem uma forma econémica
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 industria (Schmidt et al., 2008).

A medicina popular ocupa hoje uma posicdo respeitavel, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde a disponibilidade de servicos modernos de satide é limitada, mas também
nos paises desenvolvidos onde cada vez mais os antibiéticos deixam de ter efeito devido ao

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

A experiéncia historica com produtos naturais como agentes terapéuticos evoluiu para o
isolamento dos compostos quimicos 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 nao s6 na industria farmacéutica, mas também na
inddastria alimentar (Ekiert & Szopa, 2020). A producdo de alimentos estara sempre associada a
microrganismos que podem trazer alteracoes desejaveis, mas também a microrganismos que

sejam responsaveis pela degradacdo e deterioracdo dos alimentos e pela perda do seu valor



nutricional ou potencial presenca de microrganismos patogénicos (Negi, 2012; Ozaslan &
Oguzkan, 2018). Como nem todos os alimentos podem ser processados a temperaturas que
minimizem a presenca de microrganismos, utilizam-se estratégias para a sua preservacao como o
armazenamento a frio, congelacdo, reducdo da atividade da &gua, restricio de nutrientes,
acidificacdo, fermentacdo, pasteurizacdo ou antimicrobianos sintéticos (compostos quimicos ou
substancias que podem atrasar o crescimento microbiano ou reduzir a quantidade de
microrganismos numa matriz alimentar) (Negi, 2012). A seguranca e o tempo de prateleira dos
alimentos também sao fatores importantes e que podem ser melhorados pela aplicacao de novas
tecnologias que atrasem o crescimento microbiano, como o embalamento em atmosfera
controlada ou modificada, tratamentos nao térmicos, irradiacdo e embalagens ativas (Fadiji et al.,

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

Embora os antimicrobianos sintéticos estejam sujeitos a diversas regras de seguranga e normas
estritas relativas a sua producao e utilizacao, de modo a evitar efeitos adversos devido a sua
continua ingestao, a tendéncia recente da populacdo tem sido a procura de produtos que utilizem
conservantes naturais, devido a uma preocupacao com potenciais efeitos negativos (Negi, 2012;
Pateiro et al., 2021). Cada vez mais os consumidores comegcam a prestar mais atencdo a sua
alimentacao, havendo uma preferéncia por alimentos "menos processados" e portadores de um
“rotulo limpo”, ou seja, um produto livre de substancias quimicamente sintetizadas (Nascimento
et al., 2018). Surge entao 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

etal., 2021).

3.2 Extratos de plantas e compostos bioativos

Um extrato é uma solugdo concentrada, obtida a partir de matéria-prima da planta triturada,
composta pelos seus principios ativos e por um meio que atua como solvente (Miralrio & Vazquez,
2020; Rodrigues et al., 2016). O seu rendimento e composi¢io depende da polaridade do solvente
e da técnica de extracao utilizada. Alguns extratos de plantas sao conhecidos pelas suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antivirais ou antimicrobianas (Miralrio &

Vazquez, 2020).

A maior parte dos compostos aromaticos das plantas sdo metabolitos secundérios que atuam
como mecanismos de defesa contra microrganismos, insetos ou herbivoros, e que possuem,
portanto, atividade antimicrobiana. Sao eles os terpenos, responsaveis pelo odor, as quininas e as
taninos, que dao a cor a planta, e os flavonoides responsaveis pela pigmentacao nao clorofilica
(Awika & Duodu, 2017; Cowan, 1999). Fendis e acidos fenodlicos, quinonas, flavonas, flavonoides,
flavonois, coumarina, alcaloides, fenilpropanoides, e monoterpenos sdo exemplos de mais alguns
compostos com atividade antimicrobiana, cada um com o seu modo de acao, presentes nas plantas

e possiveis de extrair (Cowan, 1999; Pateiro et al., 2021).



Os polifendis sdo os compostos mais abundantes nas plantas variando em estabilidade,
biodisponibilidade e funcao fisioloégica e que inibem o crescimento de bactérias e fungos
deteriorantes (Negi, 2012; Olszewska et al., 2020). Os polifenois tém muitos efeitos benéficos na
saude humana, como a inibicdo da oxidacdo de proteinas de baixa densidade, o que leva a
diminuicao do risco de doencas cardiacas; propriedades anti-inflamatorias e anti-carcinogénicas
(Ferreira-Santos, 2011; Zivkovic, 2010). A adsorcdo de polifendis as membranas bacterianas
provoca uma alteracdo na sua permeabilidade, que leva a rutura da membrana e
subsequentemente a perda do contetido celular (Negi, 2012). No entanto, estes compostos
também comprometem a sobrevivéncia das bactérias por se ligarem a enzimas e provocarem
alteracao das suas funcoes intracelulares (Olszewska et al., 2020). A atividade antimicrobiana dos
extratos € mais pronunciada contra bactérias Gram positivas, o que pode ser atribuido a presenca

da sua tinica membrana fosfolipidica (Alviano & Alviano, 2009; Pateiro et al., 2021).

A aplicacdo das plantas como conservantes naturais torna-se assim relevante, uma vez que nas
diferentes partes da planta estdo presentes os compostos bioativos como os anteriormente
mencionados (Miralrio & Vazquez, 2020; Olszewska et al., 2020): nas folhas podem encontrar-se
antocianinas, flavonas, sinaptil ésteres, isoflavonoides, psoralenos; na flor estd presente a
coumarina; os frutos possuem acido tricarboxilico, terpenos, taninos, flavonois e acidos
aromaticos; os caules sao portadores de flavonoides, saponinas, alcaloides; e as raizes contém

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

3.3 Métodos de extracao vegetal

A extracao baseia-se no aquecimento, arrefecimento e separacao de compostos ativos na presenca
de um solvente, seguido da elimina¢ao deste mesmo solvente, de modo a concentrar os compostos
extraidos (Miralrio & Vazquez, 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 ndo degrada qualquer composto potencialmente termolabil, mas
pode deixar a amostra sujeita a contaminacoes e a condicoes instaveis; secagem através de micro-
ondas, um processo mais rapido mas que pode degradar os compostos bioativos e
termossensiveis; secagem através de forno, o método mais facil e rapido que consegue preservar
os componentes; e liofilizacdo onde temperaturas extremamente baixas sdo aplicadas para
congelar o material enquanto ocorre uma desidratacdo sob vicuo, 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 apos a secagem do material depende de matriz
para matriz, sendo para algumas mais vantajoso efetuar secagens a temperatura ambiente, e para
outras a aplicacao de calor (Azwanida, 2015; Belwal et al., 2022; ElGamal, et al., 2023;). Ap6s
secagem as amostras devem ser pulverizadas ou moidas, de modo a maximizar a superficie de

contacto entre a amostra e o solvente durante a extracao (Azwanida, 2015).



A extracao pode ser feita através de varios métodos e com a utilizagio de varios solventes, sendo
que estes afetam as propriedades fisicas, quimicas e antioxidantes do extrato, assim como as
concentracoes dos compostos bioativos. Os mais comuns sdo agua, etanol, metanol, acetato de
etilo, diclorometano e hexano. E importante escolher um solvente adequado para ter uma
extracao eficiente, e um extrato que preserve os compostos bioativos da planta, pelo que a dgua é
o melhor solvente a utilizar uma vez que nao é toxica, inflamavel, cara ou dificil de encontrar. No
entanto pode nao ser eficaz em todas as plantas e todos os compostos lipossolaveis (Miralrio &

Vazquez, 2020).
Métodos de extracao:

e Maceracdo: técnica de extracdo sblido-liquido, onde o material esmagado ou cortado é
imerso em solvente durante um periodo minimo de 3 dias a temperatura ambiente, com
agitacdo periddica. A difusdo do solvente pelo material vegetal enfraquece e quebra as
paredes celulares da planta, permitindo a solubilizagdo dos compostos ativos e a sua
extracdo (Azwanida, 2015; Miralrio & Vazquez, 2020). Extragoes solido-liquido com
solventes organicos sdo amplamente utilizadas no isolamento de analitos para fins
industriais, e o interesse no uso de diferentes métodos de extracao solido-liquido para
extracdo de compostos intracelulares e liquidos de tecidos celulares vegetais para fins
comerciais tem vindo a aumentar (Borjan et al., 2020);

e Infusdo: consiste numa maceracao por um periodo mais curto em que o solvente é
exclusivamente agua a ferver (Azwanida, 2015; Miralrio & Vazquez, 2020);

e Percolacdo: é uma filtracao a temperatura ambiente, onde o material é colocado num
recetaculo conico juntamente com o solvente, e o extrato é obtido gota a gota (Azwanida,
2015; Miralrio & Vazquez, 2020);

e Decoccao: consiste numa infusdo com um tempo e volume de agua especificamente
definidos (Azwanida, 2015; Miralrio & Vazquez, 2020);

e Extracdo continua a quente ou extracido Soxhlet: consiste numa destilacdo repetida do
solvente através de uma amostra sblida, para obter um analito desejado (Borjan et al.,
2020). A amostra é colocada num saco poroso dentro da cimara de extracao. Um frasco
de ebulicio contendo o solvente é aquecido, fazendo o solvente evaporar e passar pelo
brago sifio. O vapor é condensado pelo condensador, passando pela amostra, e
acumulando no dedal (Azwanida, 2015; Miralrio & Vazquez, 2020);

e Extracdo assistida por ultrassons ou sonicacdo: 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
mecanico da cavitacdo acustica do ultrassom aumenta a superficie de contacto e a
permeabilidade das paredes celulares, que acabam por romper e libertar os compostos
bioativos (Azwanida, 2015; Miralrio & Vazquez, 2020);

e Extracio assistida por micro-ondas: este método baseia-se no efeito direto das micro-

ondas nas moléculas, por conducio i6nica e rotacao de dipolos (Borjan et al., 2020). A
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radiacdo do micro-ondas interage com os dipolos polares e polarizaveis dos materiais
provocando calor, que se propaga por conducdo. A rotacao destes dipolos rompe as
ligacbes de hidrogénio e provoca migracdo de ides, o que promove a penetracdo de

solvente na matriz (Azwanida, 2015).

Apo6s a extragdo por qualquer um destes métodos, o liquido obtido deve ser clarificado por

filtracdo ou decantagio (Miralrio & Vazquez, 2020).

3.4 Microrganismos de deterioracao alimentar

A seguranca e a deterioracao alimentar sio frequentemente separadas, impactando a forma como
a industria alimentar percebe e gere a deterioracdo dos alimentos. Os controlos, as estratégias de
conservagdo e os procedimentos de gestio para garantir a seguranga alimentar sdo semelhantes e
sobrepdem-se aos que controlam a deteriora¢do dos alimentos. Deste modo é tanto importante
estudar formas de diminuir microrganismos deteriorantes da alimentacdo, como patogenos

alimentares (Adams & Motarjemi, 2006).

Uma grande parte dos alimentos deteriora-se ou estraga-se durante a sua cadeia de producao,
especialmente antes e ao chegar aos consumidores finais (Odeyemi et al., 2020). O processo de
deterioracgao por atividade microbiana envolve varios mecanismos que provocam decréscimo dos
atributos sensoriais do alimento, levando os consumidores a rejeitar o produto, dando origem a
problematicas a nivel industrial e econémico, ambiental (devido ao desperdicio) (Lorenzo et al.,
2018; Odeyemi et al., 2020). A deterioracdo alimentar define-se entdo como uma alteracdo na
qualidade do alimento que o torna indesejavel e improprio para consumo. Pode dever-se a danos
fisicos, alteragdes quimicas, ou aparecimento de odores e sabores desagradaveis resultantes de
crescimento microbiano (Gram et al., 2002.; Odeyemi et al., 2020). Este processo ocorre quer
pelo crescimento microbiano no alimento, quer pela acao de enzimas microbianas nele presentes
(Lorenzo et al., 2018). Temperatura de armazenamento, pH, atividade da dgua ou humidade,
microbiota tipica, operacoes de processamento e transporte sao todos fatores que influenciam a

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

Para além disso, os alimentos podem ser contaminados com agentes patogénicos que
representam um risco para a saide, pois a ingestao destes microrganismos ir4 originar doencas
de origem alimentar, como gastroenterites, diarreias, vomitos, ou até febre (Lorenzo et al., 2018;
Odeyemi et al., 2020). A contaminac¢ao microbiana dos alimentos pode ocorrer em qualquer fase
da sua producao, causando alteragdes visiveis como mudanca na cor, deposicdo de crescimento
em po, crescimento de lodos e coldonias, fazendo o produto perder as suas caracteristicas

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

Os microrganismos sao, portanto, os principais responsaveis pela deterioracdo dos alimentos.

Alimentos com maiores quantidades de agua, como carnes, leite e produtos do mar sao mais
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facilmente deteriorados por bactérias (Odeyemi et al., 2020). No entanto, o potencial de
deterioracao também esté relacionado com a capacidade de producao de metabolitos degradantes

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

Neste trabalho foram estudados trés microrganismos patogénicos e deteriorantes de produtos
alimentares nao formadores de esporos, comumente encontrados em alimentos contaminados, e
capazes de provocar doencas quando consumidos pelo ser humano: Pseudomonas aeruginosa,

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

3.4.1 Listeria monocytogenes
As bactérias do género Listeria sao 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 frequéncia em alimentos com

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

L. monocytogenes tem capacidade de resistir a condicoes adversas, como temperaturas e pH
variados, radiacao ultravioleta, elevadas concentracoes salinas, e é ainda uma bactéria formadora
de biofilme. L. monocytogenes é responsavel pela listeriose, uma infecdo caracterizada pelo
aparecimento de dores abdominais, diarreia, enxaquecas, ndusea, vomitos, febre, mialgia, entre
outros sintomas, considerada muito perigosa para idosos, gravidas e recém-nascidos, e associada
a uma taxa de mortalidade de 20-30% globalmente. Devido a sua distribuicdo, dificuldade de
eliminacio e ao perigo que representa para a populacio, a presencga deste microrganismo torna-

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

3.4.2 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas spp. sao bactérias aerdbias, Gram negativas, em forma de bacilos e que apresentam
motilidade (Adams & Motarjemi, 2006). Estas bactérias sao frequentemente encontradas em
diversos tipos de alimentos, como agua, leite, carne, vegetais e frutas (Li et al., 2023) e podem
estar presentes em aguas, solos e plantas (Bai et al., 2021). Estas foram ainda reportadas como
sendo especificas para deterioracao de carne e produtos do mar, conseguindo fazé-lo devido a sua
rapida replicacdo em condicOes aerdbias e a producdo de compostos de enxofre (Adams &

Motarjemi, 2006).

Embora seja amplamente reconhecida como um patégeno oportunista significativo nos humanos,
P. aeruginosa permanece subestimada no contexto da seguranca alimentar. No entanto, devido a
sua notavel versatilidade metabélica, habilidade de multiplicacdo rapida, capacidade de
adaptacao aliada a crescimento mesmo em baixas temperaturas, esta bactéria estd vastamente

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

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

3.4.3 Staphylococcus aureus
S. aureus é um microorganismo anaerébio facultativo Gram positivo, que nao possui motilidade
e é catalase e coagulase positivo. A sua patogenicidade deve-se em parte a capacidade de produzir
enterotoxinas, que provocam doencas no organismo humano (le Loir et al., 2003). A nivel
alimentar é comumente encontrada em laticinios, carne e comida preparada a mao (Bai et al.,

2021).

IntoxicacOes alimentares por S. aureus apresentam sintomas como hiper salivacao, niuseas,
vomitos, dores abdominais e desidratacao no caso de ocorréncia de diarreia. Também neste caso,

pode ter implicacoes severas em criancas, idosos e imunodeprimidos (Kadariya et al., 2014).

3.5 Investigacao de potencial antimicrobiano e anti biofilme

3.5.1 Potencial antimicrobiano
A testagem da sensibilidade antimicrobiana pode ser utilizada na descoberta de novos farmacos
e na predicio de resultados terapéuticos. Varios métodos laboratoriais podem ser aplicados para
avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de composto, dividindo-se em 3 grupos: métodos de

difusdo, métodos de diluicao e bioautografia (Balouiri et al., 2016; Ramirez, & Castano, 2009).

Os métodos de difusdo sdo testes qualitativos, utilizados no estudo de compostos polares e
baseiam-se na relagdo entre a concentracao necessaria de um composto para inibir uma estirpe
bacteriana e o halo de inibicdo de crescimento que este origina na superficie do agar onde foi
colocada a bactéria em estudo (Ramirez, & Castano, 2009). Os métodos de difusdo mais

conhecidos e aplicados sao:

e Difusao em disco: consiste na disposicao de discos de papel filtro contendo o composto a
testar sobre a superficie de agar inoculada com o microrganismo de teste. Apos
incubacdo, a difusao do agente antimicrobiano pelo agar ird originar diametros de
inibicao em redor dos discos. Este é comumente utilizado para testagem antimicrobiana
devido a sua simplicidade, baixo custo e versatilidade. No entanto, nao faz a distincao
entre efeito bactericida e bacteriostatico nem permite a determinacao de concentracoes

minimas inibitérias (Balouiri et al., 2016; Jorgensen & Ferraro, 2009).
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Figura 3.5.1 — Representacao esquematica do método de difusdao em disco

e Difusdao em pogos: semelhante ao método anteriormente descrito, as placas sao
inoculadas espalhando um determinado volume de suspensdo bacteriana na sua
superficie, mas em vez da colocac¢do 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 inibicdo (Balouiri et al., 2016;

Magaldi et al., 2004).

Os métodos de diluicao sao utilizados em compostos tanto polares como apolares. Sio uma mais-
valia na medida em que permitem a determinacdo de concentracio minima inibitoria e

concentracao minima bactericida (Ramirez & Castafo, 2009):

e Método de diluicdo em meio liquido: macro- e microdiluicdo em meio liquido sdo os
métodos mais antigos de testagem antimicrobiana conhecidos. O procedimento consiste
na preparacio de dilui¢des duplas sucessivas do agente antimicrobiano em meio liquido
que sdo posteriormente inoculadas com suspensdo bacteriana. As preparacdes sao
incubadas e é possivel comparar o crescimento microbiano nas diferentes concentragoes

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

2009).
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Figura 3.5.2 — Representacio esquematica do método de dilui¢do em meio liquido

e Método de diluicdo em agar: envolve a incorporacao de vérias concentracoes do agente
antimicrobiano em meio de cultura sélido. Deste modo, o microrganismo sera inoculado

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

A bioautografia é uma variacdo dos métodos de difusdo em agar onde o analito é absorvido dentro

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

invertia previamente inoculada onde se irao formar halos de inibicdo (Ramirez & Castafio, 2009).

3.5.2 Potencial anti-biofilme
Em ambientes de processamento de alimentos, a formacado de biofilmes ameaca a seguranca
alimentar uma vez que os patdgenos podem ser diretamente transmitidos por contacto. Apos
transmissao, estes também podem formar biofilmes nas superficies do alimento (Bai et al., 2021).
Os biofilmes sdo comunidades estruturadas de bactérias, envolvidas numa matriz polimérica
autoproduzida, que adere a superficies bidticas ou abidticas, permitindo a sobrevivéncia de
bactérias em ambientes prejudiciais ao seu crescimento, através da promocao da agregacao das
bactérias, o que lhes permite adquirir resisténcia a compostos que lhe sao toxicos, dissecacao,
radiacdo ultravioleta e impacto fisico (Bai et al., 2021; Nickerson et al., 2017; Pumbwe et al.,
2007). Os biofilmes sdo muito mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que as células

planctoénicas (Alviano & Alviano, 2009).

A quantificacio 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 a presenca de biofilme, como massa seca, carbono
organico total, ensaios em microplacas, bioluminescéncia de ATP, proteina total e microbalanca

de cristal de quartzo. Ambos envolvem a homogeneizacao do biofilme (Wilson et al., 2017).
Dentro dos métodos utilizados para estudo da quantificacao de biofilme destacam-se:

e Formacgio de biofilme em microplaca: este ensaio permite a formacdo de biofilme nas
paredes ou no fundo dos pocos de uma microplaca, tornando-se til para testes genéticos,
testagem de formacao de biofilme em diferentes condicbes e monitorizacao da adesao
microbiana a uma superficie abiética (Merritt et al., 2006; O’'Toole, 2010). As células
crescem nos pocos durante um determinado tempo apos o qual sdo lavadas de modo a
remover as bactérias plancténicas. O biofilme permanecente é corado com violeta de
cristal e solubilizado de modo a ser quantificado (Merritt et al., 2006).

e Enumeracio direta de bactérias em biofilme: o procedimento assemelha-se ao método
anteriormente descrito, mas em vez da coloracdo procede-se com uma sonicacdo.
Pretende-se que o biofilme resultante seja suspenso para permitir quantificar (através
das UFC) as bactérias presentes no biofilme formado (Merritt et al., 2006).

e Interface ar-liquido: oferece um sistema simples para anélise microscopica da formacao
do biofilme em tempo real. A placa a utilizar é colocada com um angulo de 30-50°, e as
culturas sdo aplicadas de modo que seja possivel visualizar em microscopio invertido

(Merritt et al., 2006).
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e Colodnia de biofilme: consiste em fazer crescer o biofilme numa membrana colocada na
superficie 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 varias areas mediterranicas, com
capacidade de protegdo contra fatores tanto bidticos como abioticos, sendo que apresenta alta
resisténcia a condigdes ambientais agrestes (como secas, temperaturas baixas e pobres condigoes
de solo) e tem a capacidade de se regenerar apds incéndios florestais (Haouari et al., 2021;
Scarano et al., 2022). Apesar do fruto ser comestivel fresco, o0 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 regioes, ndo ¢é atribuida importancia econémica a esta espécie o que acaba por fazer
com que as plantagoes por vezes sejam substituidas por outras espécies florestais com maior valor
econémico (Dib et al., 2013), pelo que se torna importante a procura de novas utilizacoes e

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

As folhas, o fruto, as raizes e a madeira da planta sdo utilizados na medicina tradicional na
preparacao de extratos e infusdes antissépticos, diuréticos, laxantes e depurativos (Dib et al.,
2013; Ferreira et al., 2012; Morgado et al., 2018), e no tratamento de hipertensao e diabetes,
doencas de coragao e colesterol alto (Haouari et al., 2021; Scarano et al., 2022). Esta planta tem
constituintes como flavonoides, taninos e 4cidos fenoélicos que contribuem para a presenca de
capacidades adstringentes, depurativas, anti-inflamatérias, anti-tumorais, antioxidantes,
antimicrobianas, espasmoliticas e neuroprotetoras (dos Santos et al., 2022; el Haouari et al.,

2021).

As folhas de medronheiro sao ricas em taninos, flavonoéis e flavanois (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 tém ainda alguma atividade antifangica (Miguel et al.,
2014; Morgado et al., 2018). Extratos aquosos e etandlicos podem ser agentes antimicrobianos
por demonstrarem um efeito sinergético com baixas atividades de 4gua em amostras alimentares

(Asmae et al., 2012; dos Santos et al., 2022).
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As raizes 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 fenolicos mais comuns em medronhos portugueses sao flavan-3-ols, antocianinas
e flavonois (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 possivel aplicar como conservante natural de paté de peixe onde provoca

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

3.6.2 Bryonia dioica
A norca é uma erva trepadeira perene com raizes tuberosas que ocorre na Europa, norte de Africa
e oeste da Asia (Benarba et al., 2012). E conhecida na medicina tradicional como uma erva
medicinal pela sua utilizacdo como purgativo, emético, tonico, agente antidiabético e agente
cicatrizante (Benarba et al., 2012). Algumas civilizacoes 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 toxica, a sua utilizagio é segura em baixas quantidades sendo til contra
tosse, gripe, bronquite e pneumonia. A nor¢a mostrou-se util em distirbios cardiacos causados
por reumatismo e gota, doencas malaricas e zimoticas e é também recomendada internamente no
tratamento de queixas bronquicas, asma, ulceras intestinais, hipertensao e artrite; e
externamente como rubefaciente para dores musculares e nas articulacoes, devido as suas
capacidades anti-inflamatérias (Benarba et al., 2012; Lust, 2014; Pieroni, 2000; Rafael et al.,

2011).

A planta contém flavonoides, alcaloides, saponinas, terpenos e acidos gordos (Barreira et al.,
2013; Dhouioui et al., 2016), tudo exemplos de compostos bioativos que concedem aos frutos acao
antioxidante (Benarba et al., 2012), as raizes acao anti-tumoral, diurética e anti-ciatica (Benarba

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

Poucos estudos existem sobre o potencial antimicrobiano desta planta, estando apenas descrita
uma acao antibacteriana contra bactérias Gram-positivas por parte de lipidos extraidos da raiz e

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

3.6.3 Castanea sativa

Os castanheiros s3o um recurso popular devido a varios atributos como a producao de frutos

nutricionais baixos em gordura, madeira de alta qualidade e a capacidade de as raizes brotarem
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apos 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 industria 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, acidos gordos, minerais e vitaminas, a castanha é um fruto tradicional da dieta

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

A colheita e processamento da castanha origina varios subprodutos e residuos como as folhas, os
ouricos, as cascas exteriores e a pele interior que sdo muitas vezes queimados, apresentando um
risco ambiental (Esposito et al., 2019). Sendo este recurso tdo abundante no nosso pais, surge a
necessidade de minimizar estes residuos e valorizar o castanheiro na sua totalidade. Algumas das
partes mencionadas podem potencialmente ser utilizadas nas induastrias farmacéutica, cosmética
e alimentar devido a presenca de compostos especificos, 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 estd documentado para o
tratamento de tosse, diarreia e infertilidade (Neves et al., 2009). O fruto é benéfico na reducao do
colesterol, e infusoes feitas com as folhas e flores tém capacidades mucoliticas, antiespasmodicas

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 tém atividade contra
a viruléncia de S. aureus resistente a meticilina (Salam et al., 2021). A flor possui atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-tumoral, tendo ja sido utilizada num estudo como um
conservante natural de pastel de nata (Caleja et al., 2020). As suas decoccdes tém melhor
atividade antibacteriana e as infusdes melhor atividade antifingica (Carocho et al., 2014). A flor
é ainda capaz de inibir a formacdo de biofilme e tem atividade antimicrobiana contra S. aureus
(Quave et al., 2008). Os ourigos tém atividade antioxidante e atividade inibitéria contra diversos
patdgenos vegetais (Esposito et al., 2019). A casca pode atuar como antioxidante, antimicrobiano,
anti-inflamatoério, anticancerigeno, neuroprotetor e hipoglicemiante (Pinto et al., 2021). A pele

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

3.6.4 Olea europea
A oliveira é uma planta caracteristica da regido mediterranica, mais conhecida pelo uso das
azeitonas no fabrico de azeite (Borjan et al., 2020). As folhas e os ramos desta planta constituem
um residuo agricola resultante da poda das oliveiras, bem como das sobras do lagar (Rosell6-Soto
et al., 2015). A sua queima é uma das principais fontes de poluicao na regido mediterranica, com

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

Kustrin et al., 2022).

As folhas de oliveira eram utilizadas pelas civilizagdes antigas no tratamento de vérias doencas:
como remédio para a febre e infecoes e no tratamento para a hipertensao, mas também em outros
procedimentos, como mumificac6es (Borjan et al., 2020; Liu et al., 2017; Sudjana et al., 2009).
Sob forma de extratos, eram ainda utilizadas como suplementos alimentares devido as suas
propriedades benéficas para a satide como o aumento de energia, diminuicdo da pressdo
sanguinea e suporte dos sistemas cardiovascular e imunitario (Borjan et al., 2020). Por estes
motivos, as aplicagoes de extratos de folha de oliveira no setor alimentar podem ser contadas
tanto como ingrediente para fortificacao de alimentos, como composto ativo para aplicacdes em

embalagens (Cedola et al., 2020).

N

Estas caracteristicas benéficas encontradas nas folhas devem-se & presenca de triterpenos e
flavonoides (Borjan et al., 2020), e principalmente de compostos fendlicos, como a oleuropeina
(Agatonovic-Kustrin et al., 2022; Talhaoui et al., 2015). A presenca destes compostos, permite a
folha ter atividade antioxidante, antiviral, anti-inflamatoéria e antimicrobiana (Bouaziz et al.,
2008; Talhaoui et al., 2015). Esta tltima, ja comprovada em muitos estudos, direcionada a varios
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 camarao (Ahmed et al., 2014; Moore et al., 2011; Techathuvanan et al.,
2014), nao sendo esta atividade significativamente afetada pela digestao géstrica 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 ha relatos do uso de diversas partes desta planta no tratamento de véarias
doencas como tosse, gripes e constipacoes, alergias, problemas renais e urinarios, e ainda no alivio
de contusoes, entorses, frieiras, feridas e infecoes de pele (Chevallier, 1996; Lust, 2014; Grieve,
1971), sendo as flores ainda utilizadas tradicionalmente por diversos paises no tratamento de
doencas inflamatoérias e no tratamento de feridas, conjuntivites e queimaduras (Motti et al.,
2022). As folhas desta planta apresentam ac¢ao anti-inflamatoria, diurética e repelente de insetos,
as raizes sdo também diuréticas, eméticas e purgativas, enquanto as flores e o fruto sao laxantes

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

O sabugueiro apresenta alto valor comercial, principalmente devido ao seu teor em antocianinas,
que sao utilizadas na industria alimentar como corantes em compotas, geleias, para a producao
de tortas, sorvetes, iogurtes, sumos, xaropes, e bebidas alcodlicas. Devido ao seu odor e sabor, as

flores de sabugueiro também sao 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 sdo usados para produzir bebidas, como infusées e bebidas semelhantes ao vinho,
sorvetes e iogurtes, e comecam a despertar o interesse da industria farmacéutica devido aos seus
efeitos benéficos contra doencas degenerativas, cancro, diabetes, e capacidades antioxidantes,
antimicrobianas, entre outras (Ferreira et al., 2020; Motti et al., 2022). Um grande ntimero de
estudos in vitro e in vivo incluindo em humanos demonstram que o sabugueiro possui muitos
beneficios para a saide, incluindo principalmente atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anticancerigenas, anti influenza, antimicrobianas, antidiabéticas, cardioprotetoras e

neuroprotetoras (Liu et al., 2022).

As flores tém uma composicao em flavonoides, acidos fenolicos, monoterpenos, sendo portadoras
de atividades anti-proliferativa, antioxidante e antibacteriana contra bactérias Gram positivas,
demonstrando potencial como aditivo alimentar pela inibicdo de crescimento microbiano em

hambtrgueres de salmao (Ferreira-Santos et al., 2021; Jonusaite 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 virus da bronquite infeciosa aviaria
(Chen et al., 2014), devido a sua composicao em &acidos fendlicos e flavonoides (Przybylska-

Balcerek et al., 2021).

3.6.6 Vigna unguiculata
O feijao frade é uma leguminosa amplamente cultivada em muitos paises da Africa subsariana e
da América Latina, sendo uma das sete mais cultivadas no mundo (Kapravelou et al., 2022;
Kritzinger et al., 2005). E um produto nutritivo, rico em proteinas e com um bom equilibrio de
aminoacidos essenciais (Anggrianto et al., 2014), com intimeros beneficios para a satde devido a
presenca de compostos bioativos na sua constituicio (Awika & Duodu, 2017; Kapravelou et al.,
2022). A planta é ndo so utilizada como fonte nutritiva, mas também na forragem animal, e é uma

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

O feijao frade é um recurso deveras valioso devido a sua alta resisténcia a condi¢oes ambientais
adversas. Este cresce em lugares que para outras plantas ou horticolas seriam inadequados,
devido a sua tolerancia ao calor e a seca (Awika & Duodu, 2017). Para além disto, a planta do feijao
frade é um bom fixador de nitrogénio, o que aumenta a matéria organica nos solos servindo como

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

Dentro dos beneficios conhecidos desta planta, destacam-se propriedades adstringentes,
laxantes, anti-helminticas, afrodisiacas 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

anticancerigena, anti-inflamatoéria e antidiabética (Awika & Duodu, 2017); e ainda demonstra
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uma inducdo de uma microbiota intestinal saudavel, sendo benéfico no tratamento de obesidade

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

A parte mais comumente consumida do feijao frade é a sua semente. Esta pode ser cozida, assada
ou transformada em farinha, com potencial para producao 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 incluidos na dieta devido a acao terapéutica dos flavonoides nestas
partes presentes (Aziagba et al., 2017). Apesar das sementes serem consumidas nao s6 por
humanos, mas também por animais, atualmente as folhas e as vagens sao apenas utilizadas para
forragem animal, mas sdo maioritariamente queimadas (Avanza et al., 2021). Assim, a V.
unguiculata torna-se um importante recurso, ndo s6 no combate a fome nos paises
subdesenvolvidos, mas também como uma mais-valia para o progresso da agricultura e da

medicina.

Toda a planta é rica em polifendis e flavonoides, nomeadamente 4cidos fenolicos, glicosideos de
flavonol, e algumas variedades ainda tém antocianinas e flavan-3-ols, no entanto estes estao mais
presentes na semente (Avanza et al., 2021; Awika & Duodu, 2017). A semente de feijao frade é
diurética, cardioprotetora, fortalece o estobmago, e as suas infusoes sao 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 6leo essencial, tendo efeito inclusivamente contra S. aureus (Ashraduzzaman et al.,

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

As raizes sao utilizadas no alivio 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 lipidos e proteinas, que demonstraram atividade antifingica (Nobrega et al., 2005).

A folha é utilizada no tratamento de hiperatividade, nauseas, vomitos e sindrome de deficiéncia
de Vitamina C (Zaheer et al., 2020). Tem potencial antimicrobiano, também ja demonstrado para
S. aureus (Kritzinger et al., 2005; Lenny & Rizky, 2020; Umar et al., 2020). Esta atividade pode
ser justificada pela presenca de varios metabolitos secundarios, mencionados anteriormente, tais
como flavonoides e compostos fendlicos, mas também alcaloides, terpenos e taninos (Begum et

al., 2022).

Os caules tém atividade antimicrobiana contra varios microrganismos incluindo, ainda que fraca,

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

Um estudo elaborado em varias variedades de feijao frade demonstra que consoante a variedade,
a quantidade de flavonoides varia em cada parte da planta. Algumas apresentam maior contetido

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

Objetivos

O Programa Integrado de IC&DT CULTIVAR — Rede de Competéncias para o Desenvolvimento
Sustentavel e Inovacdo no Setor Agroalimentar pretende caraterizar, conservar e valorizar os
recursos genéticos endogenos regionais com o objetivo de contribuir para a dinamizacao de
territérios de baixa densidade populacional, através de uma estratégia ancorada no

desenvolvimento territorial.

De modo a valorizar e descobrir novas aplicacoes de diferentes recursos endégenos do centro de
Portugal, o principal objetivo do trabalho desenvolvido no estagio final de Mestrado em

Bioquimica consiste em caracterizar as suas atividades antimicrobiana e anti-biofilme.
Assim, definiram-se os seguintes objetivos especificos:

e Desenvolvimento de extratos aquosos e/ou alcodlicos a partir de recursos enddgenos;
e Analise das atividades antimicrobianas dos extratos elaborados;

e Anélise das atividades anti-biofilme dos extratos elaborados.
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Capitulo 5

Material e métodos

5.1 Colheita e preparacao das amostras

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

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

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

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

(Castro et al., 2016). Em relagdo ao castanheiro, utilizou-se a variedade “martainha”, 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 endogenos descritos na

Tabela 5.1. Previamente a elaboracao dos extratos, as amostras foram lavadas em agua corrente e

agua esterilizada e secas. Ap6s a secagem, as amostras foram trituradas durante um minuto e

meio a velocidade maxima no processador de alimentos Vorwerk, Bimby TM5, ou num moinho

Fritsch Pulverisette 19 em particulas de 0,2mm, e armazenadas a 2°C.

Tabela 5.1 — Grupos de amostras

Recurso Parte utilizada Método de secagem
Olea europaea Folha Micro-ondas
(Oliveira) Desidratador 35°C (10 dias)
Bryonia dioica Folha Desidratador 35°C (21h)
(Norga)
Sambucus nigra Folha Temperatura ambiente e abrigo da
(Sabugueiro) luz (6 dias)
Folha Temperatura ambiente e abrigo da
luz (6 dias)
Desidratador 35°C (24h)
Micro-ondas
Vigna unguiculata : : .
. . Raiz Temperatura ambiente e abrigo da
(Feijao-frade variedade “cara- .
luz (10 dias)
verde”)
Vagem Temperatura ambiente e abrigo da
luz (18 dias)
Caule Temperatura ambiente e abrigo da
luz (18 dias)
Arbutus unedo Folha Desidratador 35°C (6 dias)
(Medronheiro) Fruto Desidratador 50°C (6 dias)
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Castanea sativa Folha Desidratador 35°C (76h)

(Castanheiro variedade Pele interior do

“martainha”) fruto

Figura 5.1 — Conjunto de amostras vegetais utilizadas na produgo de extratos. (A) castanheiro “martainha”, (B)

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

O tltimo grupo de amostra, constituido pela pele interior da castanha, ndo sofreu lavagem,

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

5.2 Preparacao dos extratos

Os protocolos utilizados para a preparagdo dos extratos foram baseados de acordo com a
bibliografia referenciada, contando com as adaptacgoes 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 um. Por fim, os extratos foram armazenados a
uma temperatura de -80°C. A cada extrato elaborado foi atribuida uma nomenclatura que
consiste nas iniciais do recurso utilizado, uma abreviatura do solvente e um nimero indicativo da

ordem de elaboracao do extrato:
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Extrato metandlico de folha de oliveira (Ometi)
As folhas utilizadas na preparagdo deste extrato foram secas no micro-ondas e trituradas no
processador de alimentos. A extracao foi feita adicionando uma mistura de 2 mL de metanol e 8
mL de agua estéril a 0,5 g de amostra. A solucao 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 balao de vidro, levados ao evaporador rotativo a 40°C
(Heidolph Rotary Evaporator HEI-VAP Precision) para evaporacao do solvente, e liofilizados. Por
fim, o extrato obtido foi dissolvido para obter uma concentracao final de 40 mg/mL em DMSO

1% (Baysal et al., 2021).

Figura 5.2.1 — Preparacao do extrato Omet1. (A) Extrato ap6s centrifugacdo; (B) Evaporacao do solvente.

Extrato aquoso de folha de norca (Baqy)
As folhas utilizadas na preparacao deste extrato foram trituradas no processador de alimentos. A
extracdo foi feita através de uma decoccao, onde se ferveram 1g de material triturado em 200mL
de agua, durante 5 minutos. Apos filtracao, os extratos foram liofilizados (LABCONCO FreeZone
4.5 Liter Benchtop Freeze Dry System) e no final diluidos em agua estéril para uma concentracao

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

Figura 5.2.2 — Elaboracéo do extrato Baqy

Extrato aquoso de folha de oliveira (Oaq8)
As folhas utilizadas na preparacdo deste extrato foram secas em micro-ondas e trituradas no
processador de alimentos. A extracao foi feita através de uma decoccao, onde se ferveram 4 g de
material triturado em 200 mL de agua, durante 5 minutos. Apos filtracao, o extrato foi liofilizado

e no final diluido em agua estéril para uma concentracao de 100 mg/mL (Pereira et al., 2007).
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Extrato aquoso de folha de feijao frade (Faq9)
As folhas utilizadas na preparacao deste extrato foram secas em micro-ondas e trituradas no
processador de alimentos. A extracao foi feita através de uma decocg¢ao, onde se ferveram 2 g de
material triturado em 200 mL de 4gua, durante 5 minutos. Apos filtracao, o extrato foi liofilizado

e no final diluido em 4gua estéril para uma concentracao de 100 mg/mL (Gomes et al., 2020).

Extratos aquosos de folha de norcea, feijjao frade, oliveira, medronheiro e
sabugueiro (Baq10, Faqi1, Oaq12, Oaq13, Maqi14 e Saq1s)
A elaboracdo destes extratos foi feita através de decoccdes onde se ferveram 20, 10 e 5 g de
material triturado em 200 mL de agua durante 5 minutos, dando origem a trés extratos com o
mesmo codigo (ex: Baq10.1, Baq10.2, Baq10.3, respetivamente). Apos filtracao, os extratos foram
liofilizados e no final diluidos em 4gua estéril para uma concentracao de 100 mg/mL (Gomes et
al., 2020). Os extratos Saqi5 foram ainda filtrados com um filtro de seringa de nylon estéril de

0,22 pm.

As folhas utilizadas na preparacao de Oaqi2 foram secas no micro-ondas, enquanto as utilizadas

na preparacao de Oaq13 foram secas no desidratador.

Figura 5.2.3 — Extratos em liofilizacdo

Extratos aquosos de raiz, vagem e caule de feijao frade (FRaq16, FVaqi17,
FCaq18)
As raizes e os caules utilizados para a elaboracgao deste extrato foram trituradas em particulas de
0,2 um no moinho e as vagens no processador de alimentos. A extracdo foi feita colocando 5 g de
amostra em 100 mL de 4gua estéril em agitacao (150 RPM) durante 24 horas. Ao fim deste tempo,
o extrato foi filtrado com uma compressa estéril e levado ao evaporador rotativo para evaporacao
do solvente. No fim, o extrato foi diluido em agua estéril para 800 mg/mL (Degu et al., 2021).
Apbs dissolucdo em agua, o extrato foi filtrado com um filtro de seringa de nylon estéril de 0,22

um.

Figura 5.2.3 — Elaboracao dos
extratos FRaq16, FVaq17 e FCaq18.
(A) Extratos em agitacao; (B)

Evaporacao do solvente de FVaq1y.
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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 extracao foi feita fervendo 2 g de amostra em 100 mL de 4gua 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 dgua de modo a obter uma concentracao de
20 mg/mL (Quave et al., 2008).

Figura 5.2.4 — Ebulicio dos extratos Oaq19 e Maq20.

Extratos etandlicos 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 extracao foi feita colocando 10 g de amostra em 100 mL de etanol

95%. A solucao ficou em repouso durante 72 horas, com agitagao diaria.

O extrato foi filtrado com uma compressa estéril e levado ao evaporador rotativo para evaporacao
do solvente, e liofilizado. Por fim o produto final foi dissolvido em DMSO 1% de modo a obter uma
concentracao de 20 mg/mL (Quave et al., 2008). Apos dissolucdo, o extrato foi filtrado com um

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

Figura 5.2.5 — Elaboragio dos extratos Oet21 e Met22. (A) Extratos em maceragao; (B) Extratos em liofilizacao.

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 extracgao foi feita colocando uma solucao de 5 g de amostra e 9o mL
de agua estéril em banho de ultrassons (Elmasonic S 300 (H)) durante 45 minutos. O extrato foi
colocado em agitacdo 250 RPM “overnight”. Por fim, foi filtrado com uma compressa estéril, seco
no evaporador rotativo e dissolvido em agua estéril para uma concentracao final de 400 mg/mL

(Gonelimali et al., 2018).
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Extratos etanolicos de folha de oliveira, medronheiro, vagem e folha de
Sfeyjao frade e folha de castanheiro (Oet25, Met26, FVet28, Fet30, Cet31)
A extracao foi feita colocando 5 g de material triturado e 90 mL de uma mistura 9:1 etanol/agua
estéril em banho de ultrassons durante 45 minutos. O extrato foi colocado em agitacdo 250 RPM
“overnight”. Por fim, o extrato foi filtrado com uma compressa estéril, seco no evaporador rotativo

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

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

a temperatura ambiente e abrigo da luz.

Figura 5.2.6 — Elaboracao dos extratos Oaq23 a Cet31 e CPet34. (A) Extratos em banho de ultrassons; (B) Extratos em
agitacdo; (C) Filtragdo do extrato Oaq23; (D) Evaporacdo 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 extragao foi feita fervendo 2 g de amostra em 100 mL de dgua 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 4gua de modo a obter uma

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

Figura 5.2.7 — Elaboracio dos extratos Oaq19, Maq20, Caq32, CPaq33 e Mmet35. (A) Extrato CPaq33 em ebulicao; (B)
Extratos Oaq19, Maq20, Caq32, CPaq33 e Mmet35 em liofilizagao.
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Extrato etandlico de pele interior de castanha (CPet34)
A extracao foi feita colocando 5 g de material e 90 mL de uma mistura 9:1 etanol/agua estéril em
banho de ultrassons durante 45 minutos. O extrato foi colocado em agitacio 250 RPM
“overnight”. Por fim, foi filtrado com uma compressa estéril, seco no evaporador rotativo e

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

Extrato metandlico de medronho (Mmet35)
Os medronhos utilizados para a elaboracao deste extrato foram secos em desidratador,
congelados a -80°C e triturados no processador de alimentos. A amostra obtida foi liofilizada. A
extracdo foi feita colocando 2 g deste liofilizado em 100 mL de metanol a temperatura ambiente
durante 72 horas. Apos este tempo, filtrou-se o extrato com uma compressa estéril, evaporou-se
o solvente no evaporador rotativo e foi feita uma liofilizacao. Por fim, o produto final foi dissolvido
em DMSO 1% para uma concentracao de 2000 mg/mL (Mwambete, 2009). Apos dissolugio, o

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

Figura 5.2.8 — Extrato Mmet35 em maceracao

5.3 Preparacao 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-1'Etoile, Franca). Estes microrganismos foram inoculados em TSB
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italia) (para L. monocytogenes), MHB (VWR International,
Pensilvania, EUA) (para S. aureus) e NB (VWR International, Pensilvania, EUA) (para P.
aeruginosa), “overnight” a 30°C, e as culturas foram criopreservadas (-80°C) em glicerol 30%

numa proporcao de 1:2.

Aquando da sua utilizacdo, as culturas eram revivificadas em placas de TSA (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) (para L. monocytogenes), MHA (Biokar Diagnostics, Allonne, Franca)
(para S. aureus) e NA (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (para P. aeruginosa) durante 24
horas a 37°C e 25°C, no caso da P. aeruginosa. Apos este tempo, eram retiradas algumas colénias
para os meios liquidos j4 mencionados para elaboracdo de uma pré-cultura, a 30°C, que atingisse

a fase exponencial de crescimento. Nesta altura, as culturas eram acertadas a 0,5 McFarland com
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uma solucdo salina 0,45% NaCl (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, Franca), e utilizadas de acordo como

descrito seguidamente.

5.4 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi feita através do método de difusdo em disco, e por
diluicao em meio liquido, com base em de Oliveira et al., 2019 e Kowalska-Krochmal & Dudek-

Wicher, 2021, respetivamente.

5.4.1 Concentracao minima inibitéria (CMI) e concentracao

minima bactericida (CMB)

Em microplacas de 96 pocos foram colocados, em triplicado, 100 pL de meio de cultura estéril em
cada poco e 100 uL de extrato no primeiro poco de cada coluna e homogeneizados fazendo “up
and down” 6-8 vezes. De seguida, retiraram-se 100 uL deste poco inicial que foram colocados no
poco seguinte e repetiu-se o procedimento de modo a obter diluigdes sucessivas 1:2 do extrato,
obtendo as concentracoes indicadas na Tabela 5.5. Por fim, adicionaram-se 100 uL de cultura
diluida em soluco salina (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) numa proporcio de 1:100 e as
placas foram incubadas a 37°C e 380 RPM durante 24 horas. Para controlo positivo colocaram-
se 100 puL do antibiético cloranfenicol (25 ug/mL) (VWR International, Pensilvania, EUA), e para
controlo negativo 100 pL do solvente do extrato na mesma concentracao utilizada nos extratos.
Foi ainda efetuado um controlo de esterilidade constituido por 200 uL de meio estéril.
Consideraram-se concentragdes minimas inibitdrias onde foi possivel identificar uma auséncia de
crescimento bacteriano, ou seja, auséncia de turvacdo. Alguns extratos, quando imediatamente
em contacto com o meio de cultura, adquiriam um aspeto coloidal que impedia a analise dos CMI,
de modo que foi necessario adicionar uma incubagio de 2-3 horas, nas condicoes ja referidas, com
40 uL de resazurina 0,01% (ThermoFisher Scientific, Massachussetts, EUA), colocada tanto nos
pocos experimentais como nos pocos de controlo. Efetuaram-se 5 ensaios independentes sendo o

resultado apresentado a moda dos mesmos.

Para determinar a CMB, 100 uL dos pocos 2xCMI, CMI e Y2xCMI, 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 25°C no caso de P.
aeruginosa, e 37°C para as restantes bactérias. Considerou-se CMB, a concentracao mais baixa
onde nao cresceram coldnias na placa, efetuaram-se também 5 ensaios independentes sendo o

resultado apresentado a moda dos mesmos.

Tabela 5.4 — Concentragdes de cada extrato testadas no ensaio de determinacdao da CMI

Extrato Intervalo de concentracoes 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 Fet3o0 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 Difusao em disco
Placas de TSA, NA e MHA foram inoculadas com 200 pL de cultura por espalhamento com uma
zaragatoa estéril, e com uma pinca esterilizada colocaram-se discos de papel de 9 mm (Whatman,
Maidstone, Reino Unido) impregnados com 50 uL de extrato. Cada placa continha um disco de
controlo negativo, contendo o solvente correspondente, na mesma concentracao utilizada no
extrato; um disco de controlo positivo, cloranfenicol (100 pg/mL); e trés discos com diferentes
concentracoes do mesmo extrato denominadas de E1 (diluicdo 1:2 da concentragao inicial), E2

(diluicao 1:4 da concentracao inicial), E3 (diluicdo 1:8 da concentracio inicial).

As placas foram incubadas 24 horas a 37°C (exceto P. aeruginosa, que foi colocada a 25°C), e ao
final deste tempo foram quantificados os halos de inibicao, de acordo com Tendencia, 2004, e

feito um registo fotografico das placas.

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

5.5 Atividade anti biofilme

5.5.1 Inibicao da formacao de biofilme
A taxa de inibigdo de formacao de biofilme foi determinada através do método de coloracdo com
violeta de cristal em microplaca, segundo O’Toole, 2010 com algumas modificacoes. Para cada

extrato foram testadas as concentragoes de 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI.

Em microplacas de 96 pogos foram colocados 50 pL de uma dilui¢io 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 puL de extrato, diluido no solvente correspondente de modo
a perfazer a concentracio desejada. Como controlo de solvente reservaram-se pogos onde foram
colocados 50 pL de cultura e 50 pL do solvente dos extratos, na mesma concentracao utilizada
nos extratos. Foi ainda efetuado um controlo de extrato com 50 pL de meio estéril e 50 uL a cada

concentracao testada, e um controlo de esterilidade constituido por 100 uL de meio estéril.
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As placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas. Apos este tempo, retiraram-se as células
planctonicas virando a placa ao contrario, e os pogos foram lavados com PBS. Fez-se uma fixacao
com 125 uL de metanol, durante 20 minutos. Apés remocao do metanol, adicionaram-se 125 uL
de uma solucdo de violeta de cristal (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 0,1% em agua, e as
placas foram incubadas 10-15 minutos a 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 uL de acido acético 30% preparado com
agua, e as placas foram novamente incubadas 10-15 minutos a temperatura ambiente. A
absorvancia 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 Abssoonm do ensaio e do controlo

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

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

5.5.2 Dispersao de biofilme
A taxa de dispersdo de biofilme foi determinada segundo o protocolo de Famuyide, 2019 com

algumas alteracOes. Para cada extrato foram testadas as concentracoes de 8xCMI, 4xCMI e
2xCMI.

Em microplacas de 96 pocos foram colocados 100 pL de uma diluicao 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 pocos e a placa foi incubada 48 horas a 37°C. Ao
final deste tempo, as células planctonicas foram removidas virando a placa ao contrario, e os
pocos foram lavados com PBS. A cada poco foram adicionados 100 pL de extrato diluido no
solvente correspondente para as concentracoes pretendidas, e a placa foi novamente incubada
nas mesmas condicdes durante 24 horas. Como controlo negativo utilizou-se o solvente do
extrato, & mesma concentracao utilizada nestes. Fizeram-se ainda um controlo de extrato onde
foram colocados apenas 100 pL de extrato, sem cultura bacteriana adicionada, diluido no solvente
correspondente para as mesmas concentragoes testadas, e um controlo de esterilidade constituido

por 100 pL de meio de cultura.

Apobs a segunda incubacio, o extrato foi removido como descrito para remover as células
planctonicas e foi feita uma nova lavagem com PBS. Adicionalmente elaborou-se uma fixacao
quimica do biofilme com 125 pL de metanol, durante 20 minutos. Por fim, de modo a quantificar

o biofilme final, procedeu-se a coloracao de violeta cristal como anteriormente descrito.

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

negativo, com a seguinte formula utilizada com a seguinte formula utilizada por Tea et al., 2022:
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%Biomassa de Biofilme = (Ensaio/Controlo) x 100

5.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média+desvio padrao, no caso dos ensaios de difusdo em disco e
dos ensaios relativos a atividade anti-biofilme, enquanto que para os ensaios de CMI e CM B foram
expressos como a moda de cinco ensaios independentes. A analise estatistica foi elaborada através
do software GraphPad Prism8, onde foi aplicado o teste t de Student para a analise dos ensaios
de quantificacao dos biofilmes, e 0o 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 evidéncia

estatistico.
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Capitulo 6

Resultados e discussao

6.1 Atividade antimicrobiana
6.1.1 Concentracao minima inibitéria e concentracao minima

bactericida
A atividade antimicrobiana dos extratos produzidos foi primeiramente avaliada através da
determinacao das CMI, onde se verificou-se que S. aureus demonstrou ser o microrganismo mais

suscetivel a extratos vegetais e L. monocytogenes o menos suscetivel.

Aquando da realizacao deste teste, alguns extratos ao entrarem imediatamente em contacto com
o meio de cultura adquiriam um aspeto coloidal que impedia a analise dos CMI. De modo a poder
verificar resultados, procedeu-se a adicao de resazurina aos seguintes extratos: Maqi4.1, Maqi4.2,

Maqi4.3, Saqi5.1, Maq20, Met22, Maq24, Met26, Cet31, CPaq33 e CPet34.

A determinacao da CMB permite distinguir um efeito bacteriostatico de um efeito bactericida, e
deste modo determinar a que concentragdo o extrato ird ndo s6 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, Saqi5.3 e Caq32 em P. aeruginosa, Oaqi2.3 e

0Oaq19 em S. aureus, e Maq14.1, Maqi4.2, 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.

Espécies bacterianas

Extrato 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
0Oaq8 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00 3,13 6,25
Faqo >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

Baqi0.2 >25,00 >25,00 >25,00 >25,00  >2500  >25,00

Baq10.3 >25,00 >25,00 >25,00  >25,00 25,00 >25,00

Faqi1.1 >25,00 >25,00 >25,00 >2500 >2500  >25,00
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Faqi1.2 >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
Oaqi2.1 >25,00 >25,00 >25,00  >25,00 3,13 >25,00
Oaqi2.2 >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
0Oaq13.3 >25,00 >25,00 6,25 >25,00 6,25 12,50
Maqi4.1 6,25 6,25 6,25 >25,00 3,13 6,25
Maqi4.2 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
Saqi5.1 12,50 25,00 12,50 >25,00 12,50 25,00
Saqis.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
Maqz20 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
Oaqz23 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00 >100,00
Maqz24 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
Fet3o0 >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.
Mmet3s5 31,25 125,00 7,81 15,63 62,50 125,00

n.d. significa nao determinado; os extratos marcados com (*) correspondem a um tnico 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 etanoélico de folha
de medronheiro Met22, com CMIs de 1,25 mg/mL, seguidamente do extrato aquoso de folha de
medronheiro Maqi4.3, apresentando CMI de 1,56 mg/mL. Ja os extratos menos eficazes foram o

extrato metanolico de medronho com CMI de 31,25 mg/mL, e os extratos aquosos de folha de
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sabugueiro Saqi5.1, 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
etanolicos (Liu et al., 2017) e 0,625 mg/mL em extratos metanolicos de folha de oliveira, bem
como CMB >5 mg/mL (Nostro, A. et al., 2016), nao tendo sido identificada nenhuma atividade de
extratos de oliveira para este microrganismo neste trabalho. Para o medronheiro apenas existem
CMIs determinados em extratos etandlicos da folha com valores de 1 mg/mL, indo ao encontro

do obtido para o extrato etanolico Met22 (Bouyaha et al., 2016).

Os restantes resultados demonstram que possivelmente a relacao solvente/matriz utilizada na
elaboracdo dos extratos aquoso de folha de medronheiro pode interferir na sua atividade
antimicrobiana, uma vez que os extratos Maqi4.1, Maqi4.2 e Maqi4.3 apresentam CMIs
decrescentes. JA em extracOes etanolicas verifica-se uma maior eficacia da extracdo por
maceracao comparativamente a extracao assistida por ultrassons. No castanheiro, observaram-se
melhores resultados com extracoes aquosas, quer relativo a folha quer a pele interior da castanha,

sugerindo uma melhor solubilidade dos compostos antimicrobianos desta planta em agua.

6.1.1.2 Pseudomonas aeruginosa
Relativamente a P. aeruginosa, os extratos mais eficazes foram o extrato etandlico 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
metandlico 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 metanoélicos da folha de oliveira (Edziri, H. et al., 2019; Nostro, A. et al.,
2016). As CMIs estdo de acordo com o obtido para Oet21 apesar de o solvente utilizado no ser o
mesmo, nao tendo sido possivel encontrar resultados descritos para extratos aquosos neste
microrganismo. Nos extratos de medronheiro, os resultados obtidos estdo 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). Ja
no fruto, encontram-se descritas CMI de 0,2 mg/mL em extratos metandlicos, o que nio

corresponde ao obtido (Salem et al., 2018).

Neste caso ja se verifica uma consisténcia de resultados entre extratos da mesma concentracao,
mas com proporgoes solvente/matriz diferentes, como se pode verificar na tabela 6.1.1 nos casos
dos extratos Oaq13 e Saqi5. Nao se verificou CMI nos extratos Oaq12 as concentracoes testadas,

podendo esta diferenca 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 responsaveis pela inibicdo que os
extratos Oaq13 demonstram em P. aeruginosa. Em medronheiro e castanheiro demonstrou-se
mais eficaz a extracdo etanolica, evidente nos baixos valores obtidos em relacdo 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 Maqi4.2,

Magqi4.3 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 metanélicos 0,25
mg/mL para S. aureus (Edziri, H. et al., 2019; Nostro, A. et al., 2016), no entanto nao foi possivel
observar nenhum destes valores com os extratos produzidos, sendo as CMIs obtidas inferiores no
caso dos extratos aquosos e superiores no extrato metanoélico (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 metandlicos
relativamente a S. aureus o que nao corresponde ao obtido (Salem et al., 2018). O sabugueiro nao
apresenta muitos estudos relativos as suas capacidades antimicrobianas, tendo sido apenas
encontrada uma evidéncia de um extrato etandlico em S. aureus meticilina resistente (Quave et
al., 2008). Ja no castanheiro, extratos etanélicos da folha e da pele interior da castanha tém
atividade comprovada em S. aureus e S. aureus meticilina resistente (Quave et al., 2008; Zivkovic
et al, 2010), nao tendo sido encontrados dados relativos a extratos aquosos. Relativamente a
norc¢a, ndo foram encontradas evidéncias 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
lipidos extraidos das partes aéreas da planta (Dhouioui et al., 2016), pelo que os compostos
responsaveis pela atividade podem existir em maior abundancia noutro local da planta que nio a
folha.

Verifica-se que os extratos Oag8, Oaqi2.1, Oaqi2.2 e Oaqi2.3 apresentam maior atividade
antimicrobiana que os extratos Oaq13.1, Oaq13.2 e Oaq13.3, podendo novamente esta diferencga
estar associada ao método de secagem da folha. O extrato aquoso de norc¢a Baq10.3 foi o tGnico
proveniente deste recurso a demonstrar atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas, e
unicamente em S.aureus. Apesar deste extrato possuir a mesma concentracao final que os
restantes extratos de norca, apenas este produziu inibicio pelo que talvez a relacao

solvente/matriz utilizada tenham também alguma influéncia na extracao deste recurso. Também
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neste microrganismo se verifica que os extratos de folha de castanheiro apresentaram melhores

resultados com a extracoes aquosas.

No que toca a extracdo vegetal, ha diversos fatores que determinam a suscetibilidade
antimicrobiana de um extrato. Para além dos motivos ja referidos, entre eles a escolha do método
de secagem ou a possivel influéncia da relacdo solvente/matriz utilizada na extracao, a extracao
vegetal pode ser influenciada por outros fatores relacionados com a origem da planta: espécie,
época da colheita e idade, procedimentos e regiao de cultivo, condi¢oes de armazenamento apds
colheita, entre outros (Izah, 2018, Vaou et al., 2021). A regido e o clima onde a planta é cultivada
sdo dos principais fatores responsaveis pelas diferengas encontradas entre artigos no que toca a
atividade antimicrobiana, uma vez que as espécies vegetais podem ter diferentes producao de
compostos de acordo com a precipitacdo, humidade, tipo de solo, exposi¢ao solar a que estao
expostas, condicoes que variam consoante a localizacao geografica e que irdo consequentemente
alterar a composicao dos extratos (Vaou et al., 2021). Também as condicoes de extracdo podem
afetar o tipo de resultado obtido, por exemplo, a escolha do solvente altera a concentragao de
fitoquimicos extraida consoante a sua polaridade, assim como o tempo da extracdo e a

concentracao do extrato (Izah, 2018).

Para além dos resultados mencionados, nao foi possivel 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 inconsisténcias de resultados entre os ensaios elaborados.

6.1.2 Difusiao em disco

Os resultados dos ensaios de difusdo em disco nao estdao de acordo com o observado para as CMIs,
uma vez que nao foi possivel observar halos de inibicdo em todos os extratos que apresentaram
resultado para CMI. Embora estes extratos tenham demonstrado este tipo de atividade nos
ensaios de determinacao de CMI e CMB, o mesmo nao se verificou nos ensaios de difusdo em agar.
O aparecimento de um halo inibitério pode ser influenciado por fatores como a solubilidade da
substancia testada, o seu alcance de difusdo no agar, o seu tamanho molecular e até mesmo a
propria evaporagao da substancia (Bubonja-Sonje et al, 2020). Os compostos antimicrobianos
presentes nas plantas sao maioritariamente apolares e, dada a natureza aquosa do agar, tém mais
dificuldade de difusdo que compostos polares, pelo que o ndo aparecimento de halos de inibicao
nao significa que o extrato nio tem atividade antimicrobiana (Bubonja-Sonje et al, 2020; Eloff
2019). Por este mesmo motivo, alguns autores nao consideram este teste adequado para testagem

de compostos fenodlicos, sendo a determinacao das CMI o método standard.
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Deste modo, nao foi possivel verificar aparecimento de halos de inibicao para os extratos Omet1i,
Oaqi2.1, Oaqi2.2, Oaq12.3, Oaqi13.1 (em S. aureus), Oaqi3.2 (em S. aureus), Oaq13.3 (em S.
aureus), Saqi15.1, 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 nao
vao ao encontro dos resultados obtidos por Baysal et al., 2021 e Malheiro et al., 2012 que
descrevem halos inibitorios de extratos metanolicos de folha de oliveira em S. aureus e de extratos
de folha de medronheiro, quer etanolicos quer aquosos, nas mesmas concentracoes testadas de
Maq20 e Met22, que podem no entanto estar associados & quantidade de extrato colocada nos

discos.

Os extratos FCaq18 e FVet28 nao foram testados pelas razoes ja anteriormente mencionadas.

Os extratos com maior capacidade de inibi¢do foram os extratos de medronheiro e os extratos
etanolicos de castanheiro, sendo que os extratos de oliveira demonstram fraca capacidade de
difusdo no agar, inclusivamente nao formando halos de inibicdo em S. aureus, como se pode

verificar na Tabela 6.1.2.

Os extratos aquosos e etanolicos de folha de medronheiro Maqi4.1, Maq14.2, Maq14.3, Maq24,
Met26 tém maior capacidade de inibicao em L. monocytogenes, com diametros de inibicao entre
13,004£0,00 mm e 20,67+0,58 mm, e menor em P. aeruginosa, com didmetros de inibicao entre
9,00£0,00 mm e 13,68+0,58 mm (superando os didmetros descritos por Malheiro et al., 2012,
onde se verificam valores entre 9 mm e 10mm para concentracoes 5-10 mg/disco), enquanto que
a eficicia do extrato metanoélico de medronho Mmet35 é exatamente o oposto, verificando-se
diametros para P. aeruginosa entre os 13,33+2,08 mm e 0s 20,00+1,00 mm e entre 10,33+0,58
mm e 15,00+1,00 mm em L. monocytogenes. Nos extratos etanolicos de castanheiro Cet31 e
CPet34, o microrganismo mais suscetivel é L. monocytogenes com halos entre 16,00+1,00 mm e
0s 20,67+0,58 mm relativamente a folha e entre 12,00+0,00 mm e 14,33+1,53 mm relativamente
a 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 ja reportados para concentragoes ligeiramente abaixo das
testadas em extratos etanolicos da folha demonstram didmetros de inibicao 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 didmetros de inibi¢io obtidos para cada extrato estao

representados na Tabela 6.1.2.
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Tabela 6.1.2 — Diametros de inibi¢cao (mm) relativos as trés concentracoes de extrato testadas. Média+SD, n=3.

Espécies bacterianas

Extrato L. monocytogenes P. aeruginosa S. aureus
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3

Oaq13.1 - - - 11,3340,58 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
Maqi4.1 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 0,00+0,00
Maqi4.2 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 0,00+0,00 12,67+0,58 10,3340,58 9,004£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
Maqz24 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 0,00+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 37,20+1,23 38,60+3,05 36,10+1,45

Os didmetros de inibi¢do apresentados incluem o didmetro do disco utilizado, gmm. (-) significa extrato ndo testado

Figura 6.1.2 — Halos de inibicio.
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6.2 Atividade anti biofilme

Determinada a atividade antimicrobiana, procedeu-se a determinacao da atividade anti-biofilme,
através de dois protocolos: inibicdo da formacao de biofilme e dispersdo de biofilme. Para cada
extrato foram testadas as concentragdes correspondentes a 2xCMI, 4xCMI e 8xCMI. Devido ao
esgotamento das amostras recolhidas, a atividade anti-biofilme apenas foi possivel determinar
para os extratos Omet1, Oaq8, Oaqi2.1, Oaqi2.2, Oaqi2.3, Oaqi3.1, Oaq13.2, Oaqi3.3, Maqi4.2
(apenas S. aureus), Saqi1s.1 (apenas S. aureus e L. monocytogenes), Saq15.2, Saq15.3, Oaq19,
Magq20 (apenas L. monocytogenes), Oet21 e Caq32 (apenas S. aureus e P. aeruginosa) relativo a
capacidade de inibicao de formacdo e para Omet1, Oaq8, Oaq12.1, Oaq12.2, Oaq12.3, Oaq13.1,
Oaq13.2, Oaq13.3, Saqi5.1 (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 a capacidade de dispersao.

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 questao nao tem um
efeito redutor no biofilme, mas sim promotor da formagao de biofilme. As percentagens inferiores
a 0% ocorriam quando o valor da absorvancia obtida para o controlo de extrato era superior ao
valor experimental. Este facto pode dever-se a alguma aderéncia do extrato ao poco, responsavel
pelo aumento do valor da absorvancia aquando da leitura. Outra questio que pode estar na causa
destes resultados foi a fraca formacao 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 comparacao entre DO de pogos experimentais
e de controlo estéril (Stepanovic et al., 2000), e durante os ensaios realizados, varias vezes os
valores obtidos correspondiam a fracamente aderente, e por vezes mesmo nio aderente, levando
a exclusao de alguns resultados. No entanto, apesar de expressos nos graficos seguidamente
apresentados, estes valores negativos, assim como os valores de significancia associados, nao
devem ser tomados em conta. Considera-se que estes valores correspondem a 0% de formacao de

biomassa de biofilme.

Alguns resultados também apresentam desvios padrao elevados, o que indica uma diferenca
muito acentuada entre os valores de ensaio para ensaio. Esta disparidade pode dever-se a varias
razoes: alteracdes no ambiente da sala, alteracdes na composicdo do extrato devidas ao
congelamento e descongelamento das aliquotas preparadas, a concentracao de glucose e os meios
de crescimento escolhidos, erros do operador, entre outros. Dado que este tipo de ensaio é muito
propicio a ocorréncia de variabilidade, recomenda-se a realizacdo de véarias repeticbes e
replicados, sendo que os ensaios foram apenas efetuados trés vezes em triplicado para cada
concentracao, seria necessario repetir os mesmos e aplicar alteracoes melhorativas do método

para perceber quais os valores corretos e eliminar possiveis valores atipicos.

Nos ensaios de formacao 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 possivel obter um n=3 para o extrato etanolico Oet21 (devido as questdoes mencionadas acima)
apresentando percentagens de reducdo de biomassa de biofilme de 72,38(+7,95)%,
90,44(£11,64)% e 90,01(£29,14)% para 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI, respetivamente; e para o
extrato aquoso Caq32 onde se verificou uma percentagem de 62,29(+34,82)% relativamente a
8xCMLI. Estes e os restantes resultados de P. aeruginosa encontram-se descritos nas Figuras 6.2.1,
6.2.2¢6.2.3.

Na literatura, nao foram encontradas evidéncias 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 inibicdo de formacao de biofilme de 80,6-82,2% em extratos
etanolicos de folha de oliveira de concentracio 6,25 mg/mL, e também de extratos metandlicos
de folha de oliveira de concentracoes 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 inibicdo da formacao de
biofilmes, mas também na sua dispersao quando em extrato etanolico. Em P. aeruginosa sao
necessarias concentracoes de 0,064 mg/mL e 0,890 mg/mL para inibir a formagao do biofilme
dispersa-lo, em 50%, respetivamente (Ktizkovska et al., 2023).

0aq13.1# Oaq13.2# 0aq13.3# Oet21

150+ 150 150+ 1504

100+ 100+

1004

504 1004

Fkkk

Hk
50+ ek
*x

50 -100

%Biomassa de Biofilme
o
l
%Biomassa de Biofilme
o
1
%Biomassa de Biofilme

Hkkk
*k

*

-1004— . -150-4— T
o N

T T T
P NN 3¢ NN\
o O <O <O QO <O <O O
o"&« W qf OO(\“ & W qf

-150 T T T T
o X S S o S X X
& & SIS

&
Ooo‘ I

7

Figura 6.2.1 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por P. aeruginosa na presenca de extratos de folha de
oliveira. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente agua para os
extratos aquosos e DMSO 1% para o extrato etanolico. Significancia estatistica 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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Figura 6.2.2 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por P. aeruginosa na presenca de extratos de folha de
sabugueiro. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente 4gua.
Significancia estatistica 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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Figura 6.2.3 - Percentagem de

A Caq32 B Caq32 biomassa de biofilme formada na
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100 : : : , -100 , e relativamente ao controlo
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&L P SIS p<0, ; p<0, ;
< ey **P<0,005; *p<0,05.

Em S. aureus, podemos também verificar percentagens de biomassa de biofilme inferiores ao
controlo em todos os extratos. Apenas trés extratos aquosos apresentam percentagens superiores
a 0% de biomassa formada nas trés concentragdes testadas: o extrato de folha de oliveira Oaq8,
com taxas de reducao de biofilme de 90,42(+7,88)%, 94,49(+7,754)% e 88,74(+£16.92)% para as
concentracoes correspondestes a 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI, respetivamente; o extrato aquoso de
medronheiro Maqi4.2, que apresenta percentagens de 64,22(+23,14)%, 30,24(£18,52)% e
59,85(+13,68)% para 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI, respetivamente; e o extrato aquoso de oliveira
0Oaq19, onde se verificaram redu¢oes da biomassa de biofilme de 98,74(+31,14)%, 96,28(+11,99)%
e 87,28(+8,81)% respetivamente 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI. Nos restantes extratos surgem ainda
percentagens de reducdo diferentes de zero em todos os extratos em pelo menos uma das

concentracoes testadas, como demonstrado nas Figura 6.2.3, 6.2.4, 6.2.5 € 6.2.6.
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Figura 6.2.4 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por S. aureus na presenca de extratos de folha de
sabugueiro. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente 4gua.

Significancia estatistica 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 concentracoes 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 metanoélicos de folha de oliveira (EI-
Sayed et al., 2020; Edziri et al., 2019; Nostro et al., 2016). A folha de sabugueiro, literariamente,
tem atividade ndo s6 inibitoria da formagao de biofilmes, mas também atividade de dispersao
quando em extrato etanélico. Em S. aureus hé inibicdo da formacao de 50% do biofilme a
concentracoes de 0,051 mg/mL e dispersdo nesta mesma percentagem a 0,0688 mg/mL.

Relativamente a folha de castanheiro, extratos aquosos de concentragoes 5 mg/mL e 15 mg/mL
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inibem a formacao de biofilme em S. aureus em percentagens de 78% e 96%, respetivamente,

mais uma vez nao correspondendo ao obtido (Cadau et al., 2022).
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Figura 6.2.5 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por S. aureus na presenca de extratos de folha de oliveira.
Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente 4gua para os extratos
aquosos e DMSO 1% para o extrato metanolico. Significancia estatistica relativamente ao controlo ****p<0,0001;

**%¥p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05.
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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 trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como

solvente dgua. Significincia estatistica relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05.
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Ainda referente ao mesmo ensaio, L. monocytogenes obteve percentagens de reducao de biofilme

nos valores de 63,97(+£30,53)%, 64,86(+£27,98)% e 69,57(+31,01)% para 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI

de Maq20 e 92,68(+15,13)% para 8xCMI de Saq15.3 (Figuras 6.2.6 € 6.2.7).
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Figura 6.2.7 - Percentagem de biomassa de biofilme formada por L. monocytogenes na presenca de extratos de folha de

sabugueiro. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente agua.

Significancia estatistica relativamente ao controlo ****p<0,0001; ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05

No ensaio de dispersao de biofilme observou-se uma tendéncia quase total dos extratos em

promover a formacao de mais biofilme. Em P. aeruginosa verificam-se percentagens redutoras e

significativas nos extratos de folha de oliveira Oaq13.1 4xCMI de 36,10(+10,27)%; Oaq19 8xCMI,

4xCMI e 2xCMI de 25,25(+14,84)%, 37,66(£22,74)% € 31,53(+14,69)%; e Oet21 4xCMI e 2xCMI

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.
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Figura 6.2.8 - Percentagem de biomassa de biofilme de P. aeruginosa presente apos acio de extratos de folha de oliveira

em biofilmes maduros. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente
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agua nos extratos aquoso e DMSO 1% no extrato etandlico. Significancia estatistica relativamente ao controlo **p<0,005;

*p<0,05.
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Figura 6.2.9 - Percentagem de biomassa de biofilme de P. aeruginosa presente apds acao de extratos de folha de
sabugueiro em biofilmes maduros. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como
solvente agua. SignificAncia estatistica relativamente ao controlo ***p<0,0002; **p<0,005; *p<0,05. Para os

extratos/concentracdes marcados (#) apenas foi obtido um n=2.
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Figura 6.2.10 - Percentagem de biomassa de biofilme presente apds acdo de extratos de folha de castanheiro em
biofilmes maduros de (A) S. aures e (B) P. aeruginosa. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em

triplicado, utilizando como solvente agua. Significincia estatistica relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05.

No entanto, em S. aureus apenas a concentrac¢io correspondente a 2xCMI em Oaq12.1 foi capaz
de dispersar algum biofilme formado, apresentando uma percentagem de reducao 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.

46



Ometl Oaq8 Oaql2.1

3001 3001 2001
[} Q [}
E E E
° ° 'S 1504
@ 200 @ 2004 @
3 3 3
o o & 100
2 & 2
8 100- € 100 g
o o s 507
Q Q Q
s s s
0- 0- 0-
PN N P N N S
d > O F & S O S & & O
S W o & w4 S W qf
S S S
Oaql2.2 0aq12.3 0aq13.1
2001 250 5001
g g . g o x
.
E 1504 E 2004 *hk E 400
o o 1]
° o 1501 © 3001
= 100 = o
@ 2 100 & 2004
£ £ £
& 50 S 504 .2 100+
Q Q Q
s s s
0- 0- 0-
S S SIS NS S
S & & O > & O SEONe
S W qf & W g S W qf
S S
Oaql3.2 0aq13.3 0aq19
, 400 500+ L 400~
e - ® ®
g £ 400 £ b
S 3007 3 £ 3004
© m m
3 o 3001 e
s 200 ° S 500
8 & 2001 &
£
100 £ £
o -
o 2 1004 g 100
X @ 2
o S S
N N N 0- 0-
Q
& & &S DT DT
s T v & T W ar S o W
S S

Figura 6.2.11 - Percentagem de biomassa de biofilme de S. aureus presente apds a¢io de extratos de folha de oliveira em
biofilmes maduros. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente dgua
nos extratos aquosos e DMSO 1% no extrato metandlico. Significancia estatistica relativamente ao controlo ****p<0,0001;

**¥p<0,0002; *p<0,05.
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Figura 6.2.12 - Percentagem de biomassa de biofilme de S. aureus presente apds acao de extratos de folha de sabugueiro
em biofilmes maduros. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado, utilizando como solvente
agua. SignificAncia estatistica relativamente ao controlo ****p<0,0001; **p<0,005; *p<0,05. Para as concentragdes

marcadas (#) apenas foi obtido um n=2.



Ja em L. monocytogenes, verificaram-se percentagens de biomassa de biofilme menores que
100% apenas com o extrato Maq20, nas trés concentracoes testadas, traduzindo-se em taxas de
reducdo de biofilme de 34,67(+17,69)%, 29,28(+23,92)% (p>0,05) e 9,12(+£37,10)% (p>0,05),
respetivamente 8xCMI, 4xCMI e 2xCMI (Figura 6.2.13).
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Figura 6.2.12 - Percentagem de biomassa de biofilme de L. monocytogenes presente ap6s acao de extratos de folha de
sabugueiro e medronheiro em biofilmes maduros. Foram elaborados trés ensaios independentes, cada um em triplicado,
utilizando como solvente dgua. Significancia estatistica relativamente ao controlo **p<0,005; *p<0,05. Para os extratos

marcados (#) apenas foi obtido um n=2.

Nem todos os resultados obtidos estdo de acordo com a bibliografia existente. Tal pode dever-se
a uma multitude de razoes, algumas ja anteriormente referidas, como a origem das plantas, a
época da sua colheita, o seu manuseamento até a elaboracdo do extrato, como também aos
métodos e materiais empregues nos ensaios. A utilizacao de diferentes meios de cultura tem efeito
no crescimento dos microrganismos, pelo que a sua escolha, a escolha de suplementacao do
mesmo, ou até mesmo do material e temperaturas utilizadas para efetuar os crescimentos
microbianos podem afetar o resultado da experiéncia. Nos ensaios de inibicdo de formacao e
dispersao de biofilme foram utilizadas microplacas de fundo raso, em vez das placas de fundo
redondo normalmente utilizadas, podendo haver perdas ou a formacao do biofilme nao ser tao
eficaz deste modo, levando aos varios problemas apresentados nos resultados deste ensaio.
Também o facto de a temperatura de crescimento das pré culturas dos trés microrganismos ter
sido 30°C para todos pode ser um fator de influéncia no seu crescimento, e consequentemente
nos resultados, uma vez que diferentes microrganismos reagem de diferente forma a temperatura,
tendo cada um a sua temperatura 6tima de crescimento. A repeticdo dos extratos apds o seu
termino também pode ser um fator influenciador dos resultados uma vez que, apesar do

procedimento ser executado da mesma forma, podem ocorrer variacoes que alterem a extracao.

Alguns dos recursos estudados neste trabalho ainda nio tém atividade antimicrobiana e anti

biofilme descrita, o que também dificulta a comparacao de resultados.
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Capitulo 7

Conclusao

O interesse da populagido 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 investigacao de alternativas
naturais a estes compostos tornou-se uma area de grande importancia, demonstrado pelo
crescente nimero de publicagoes relacionadas com antimicrobianos naturais (Serra et al., 2008).
As plantas sao, desde os tempos antigos, utilizadas com propoésitos medicinais e culinarios e na

sociedade atual vemos ja a sua utilizagdo na industria alimentar (Alirezalu et al., 2020).

O objetivo deste trabalho passou por estudar possiveis atividades antimicrobiana e anti biofilme
em algumas plantas originarias do centro de Portugal, de modo a valoriza-las e conceder um novo
proposito ao desperdicio associado ao seu cultivo na forma de um produto natural capaz de inibir

o crescimento de microrganismos deteriorantes de produtos alimentares.

Foi possivel identificar atividade antimicrobiana de extratos aquosos de folha de oliveira em P.
aeruginosa e S. aureus, extrato etandlico apenas em P. aeruginosa e metandlico 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 inibitéria face aos trés

microrganismos testados.

Verifica-se que tanto a escolha do solvente, como a relacdo matriz/solvente utilizada na
elaboracdo do extrato, e o método extragdo e de secagem do material vegetal influenciam a

atividade antimicrobiana.

Na determinacao da atividade anti biofilme, foram empregues dois métodos: avaliacao da inibicao
de formacao de biofilme e dispersao de biofilme. Com os resultados obtidos podemos concluir que
a formacao de biofilme de S. aureus é afetada por extratos aquosos e metanoélicos da folha de
oliveira, um extrato aquoso de folha de medronheiro e um extrato aquoso de folha de castanheiro.
Em P. aeruginosa sao eficazes extratos aquosos e etanolicos 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 formacao do seu biofilme. Relativamente a capacidade
de dispersao de biofilme, verifica-se a atividade de extratos aquosos e etandlicos 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 padrao, chegar a resultados mais coesos, e compreender os
valores negativos obtidos nos ensaios de formacao de biofilme. Determinadas as atividades
antimicrobiana e anti biofilme, o proximo passo desta investigacao seria determinar os compostos
presentes nestes extratos, para determinar os agentes antimicrobianos neles presentes. Dai
poderiam seguir-se mais testes antimicrobianos aos compostos individuais, e futuramente
prosseguir para testes toxicologicos a fim de avaliar a possibilidade de utilizar estes recursos como
conservante natural, a incluir nos proprios alimentos ou nas suas embalagens de modo a oferecer

uma alternativa aos conservantes sintéticos.
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Anexo I

Curvas de Crescimento
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Curvas de crescimento de P. aeruginosa, S. aureus e L.monocytogenes. Os valores estdo

expressos como média+desvio padrao, e foram obtidos a partir de trés ensaios independentes
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