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Cada vez mais os consumidores tendem a preferir alimentos com “clean labels”, ou seja, alimentos menos
processados e livres de substâncias quimicamente sintetizadas. Assim, torna-se importante o desenvolvimento
de conservantes e aditivos naturais, para atender às necessidades da população. 
 
Extratos naturais para prevenir e combater agentes patogénicos em alimentos têm sido objeto de estudo
enquanto possíveis alternativas eficazes, seguras e naturais para aplicação na indústria alimentar.
 
As plantas são utilizadas desde a antiguidade quer como forma de condimento quer como medicamentos
tradicionais, isto devido à presença de variados compostos bioativos que lhes concedem diversas capacidades
benéficas à saúde.
 
De modo a valorizar os recursos endógenos da região centro, e evitar os desperdícios a eles associados, foram
selecionadas algumas plantas com indícios de atividade antimicrobiana (tendo em conta o seu uso tradicional),
para se estudar esta mesma atividade, com o objetivo de no futuro desenvolver conservantes naturais.
 
 

RECURSOS EM ESTUDO – ALGUNS EXEMPLOS

 
Feijão-frade (Vigna Unguiculata): esta leguminosa, neste caso uma variedade proveniente da freguesia da
Lardosa “cara verde” (landrace), em Castelo Branco, destaca-se por resistir a condições extremas, como é o
caso da seca ou de solos inférteis. É ainda uma cultura fixadora de azoto, contribuindo para o enriquecimento
do solo. Estas características tornam o feijão-frade um recurso de interesse para o futuro, devendo ser
explorado em diferentes vertentes. Elaboraram-se extratos aquosos e etanólicos de folha, raiz, caule e vagem
de feijão-frade e avaliadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme.
 
Medronheiro (Arbutus unedo L): pertence à família das ericáceas, onde se incluem as urzes, os mirtilos, os
arandos, entre outras. Existe em quase toda a Europa Meridional em terrenos áridos e siliciosos, em bosques e
matagais e é muito comum em Portugal, representando uma relíquia da Laurissilva. O medronheiro é um
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Figura 1. Algumas das espécies em estudo.
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arbusto lenhoso com porte médio de entre quatro e cinco metros. Destaca-se pelas folhas persistentes,
coriáceas e serrilhadas, flores campanuladas, brancas ou cor-de-rosa, que florescem anualmente entre
outubro e fevereiro. Os frutos maduros são muito redondos e vermelhos, com saliências piramidais que se
assemelham a morangos, daí o nome adotado na língua inglesa: strawberry tree. O medronho colhe-se
habitualmente no fim do outono. O medronho contém arbutina, metilarbutina e outras hidroquinonas (um
princípio amargo) e taninos. Este fruto possui características adstringentes e propriedades antisséticas.  As
folhas constituem ainda uma fonte considerável de fitoquímicos com propriedades bioativas. Elaboraram-se
extratos aquosos e etanólicos de folha de medronheiro e extratos metanólicos de medronho e avaliadas as
atividades antimicrobiana e antibiofilme.
 
Castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.): pertence à família das Fagáceas, a mesma dos carvalhos, e é
cultivado há séculos na região mediterrânica. O castanheiro é uma espécie monóica, a mesma árvore possui
flores femininas e masculinas, mas é auto-estéril, sendo indispensável a fecundação cruzada. As folhas são
caducas e ligeiramente serreadas. Portugal é um dos maiores produtores de castanha na Europa, sendo as
variedades mais cultivadas a Judia e Longal. Para além do mercado em fresco, grande parte da produção é
utilizada para na indústria alimentar, por exemplo, para obtenção de frutos congelados ou embalados prontos a
consumir, puré de castanha, farinha, entre outros.  Nestes processos, vários subprodutos são gerados como é o
caso da casca e pele da castanha, que têm sido associados à presença de compostos fenólicos. Elaboraram-se
extratos aquosos e etanólicos da pele de castanha Martaínha (origem: Sabugal) e da folha de castanheiro e
avaliadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme.
 
Norça (Bryonia dioica Jacq.): é uma erva trepadeira perene, da família Cucurbitaceae, com raízes tuberosas
que ocorre na Europa, norte da África e oeste da Ásia. Tem caules compridos, de onde brotam folhas
espinhentas e ásperas, e gravinhas espirais. O género Bryonia caracteriza-se pela presença de cucurbitacinas
citotóxicas, que apesar de tornarem a planta tóxica em elevadas quantidades, concedem-lhe capacidades
benéficas à saúde, nomeadamente no tratamento de tosse, gripe, bronquite e pneumonia, e ainda no alívio de
dores musculares e articulares. A planta contém flavonoides, flavonas, alcaloides, saponinas, terpenos e ácidos
gordos. Elaboraram-se extratos aquosos da folha e avaliadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme. 
 
Oliveira (Olea europaea) : pertence à família das Oleáceas, e é uma árvore perene característica da região
mediterrânica. Tem um tronco sulcado, pequenas folhas elípticas e coriáceas, verde-escuras na face superior e
prateadas na face inferior, flores brancas de onde nasce o fruto verde, que matura para preto. Portugal é o
oitavo maior produtor mundial de azeite e quarto na União Europeia, sendo as oliveiras amplamente cultivadas
em todo o país, principalmente no interior. No entanto, durante os processos de colheita da azeitona e
produção de azeite, surgem alguns subprodutos, como as folhas e os ramos da árvore, que se tornam resíduos
agrícolas, e cuja queima é prejudicial ao ambiente e uma forma de poluição.
 
As folhas contêm polifenóis, como oleuropeina, hidroxitirosol e verbascosídeo, triterpenos, flavonoides,
chalconas. Para além disso têm propriedades antioxidantes e efeitos benéficos no tratamento de algumas
doenças como infeções e doenças cardiovasculares. Elaboraram-se extratos aquosos, etanólicos e metanólicos
da folha de oliveira e avaliadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme.
 
Sabugueiro (Sambucus nigra): pertence à família das Adoxáceas, e é um arbusto de folha caduca nativo da
Europa. A planta tem caules múltiplos com folhas opostas e flores brancas organizadas em cachos achatados
que se desenvolvem em bagas verdes, que amadurecem para castanho-avermelhado ou preto. Cresce em
ambientes húmidas, sejam bosques, áreas abertas ou junto a rios e lagos, podendo também ser cultivada.
 
O sabugueiro apresenta benefícios para a saúde incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatórias,
anticancerígenas. As folhas têm ação anti-inflamatória, diurética e repelente contra insetos. É uma planta rica
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em antocianinas, razão pela qual é utilizada como corante na indústria alimentar, flavonoides, monoterpenos e
ácidos fenólicos. Elaboraram-se extratos aquosos da folha de sabugueiro e avaliadas as atividades
antimicrobiana e antibiofilme.
 
 

EXTRATOS
Um extrato é uma solução concentrada obtida a partir de matéria-prima vegetal, constituída pelos compostos
ativos da mesma e por um solvente. Antes de proceder à extração, as amostras necessitam de ser preparadas
para tal: 

 
No final da elaboração dos extratos, estes são dissolvidos em água no caso dos extratos aquosos, e em DMSO
no caso dos extratos alcoólicos, de modo a obter a concentração final a testar.
 

Figura 2. Preparação das amostras para extração

Figura 3. Métodos de elaboração dos extratos aquosos

Figura 4. Métodos de elaboração dos extratos alcoólicos
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TESTAGEM DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Para determinar a atividade antimicrobiana dos extratos, procede-se à elaboração de testes de difusão em
disco. Para tal foram selecionados três microrganismos de deterioração alimentar: Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.
 
O teste consiste em inocular o microrganismo numa placa de agar, onde serão colocados discos embebidos em
três concentrações diferentes de extrato (E1, E2, E3). Espera-se observar a formação de halos de inibição,
indicativos da atividade antimicrobiana do extrato testado. 
 
A concentração mínima inibitória é ainda determinada para cada caso. Com meio de cultura são feitas
diluições sucessivas de extrato, onde é adicionado o microrganismo em fase exponencial de crescimento, de
modo a poder determinar a partir de que concentração o extrato tem efeito inibitório (será o poço/tubo onde
não se observa turvação).
 

 
Alguns exemplos das primeiras placas obtidas para cada recurso são, de seguida, apresentados:

Figura 5. Exemplo de esquema dos métodos de testagem antimicrobiana
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Alguns exemplos de concentrações mínimas inibitórias: 

 
 

TESTAGEM DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME
Para determinar a atividade antibiofilme dos extratos são elaborados dois testes. Um teste de formação de
biofilme em microplaca, e um teste de dispersão de biofilme. São utilizados os mesmos microorganismos
anteriormente mencionados, e os extratos com atividade antimicrobiana.
 
No teste de formação de biofilme, é colocado meio de cultura inoculado e extrato numa placa de 96 poços, de
modo a permitir a formação do biofilme. Após 24h, o biofilme é lavado com PBS, fixado com metanol, e por fim
colorado com violeta de cristal. Após algumas horas de secagem, os biofilmes são dissolvidos com ácido
acético, e a percentagem de formação/inibição destes é determinada através da medição das absorvâncias de
cada poço.
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Nos poços onde foi colocado o extrato, se a densidade ótica for inferior à dos poços de controlo, indicando uma
inibição da formação do biofilme.
 
Relativamente ao teste de dispersão de biofilme, este difere do anteriormente descrito na medida que os
extratos são colocados 24h após incubação do microrganismo.
                                        

          

 
 

A ATIVIDADE “Caracterização do potencial de inovação dos recursos
genéticos endógenos naturais: compostos com atividades
antimicrobiana e anti-biofilme”
Alguns dos recursos selecionados já têm atividade antimicrobiana estudada para a sua espécie, no entanto não
foram encontrados estudos para as variedades produzidas na zona centro. Os primeiros resultados já indicam
uma possível capacidade antimicrobiana dos recursos em causa, por exemplo, em relação aos extratos
etanólicos de raiz de feijão frade, entre outros.
 
A segunda fase consiste em determinar as concentrações mínimas inibitórias dos extratos. Por fim,
pretende-se determinar quais os compostos bioativos presentes nos extratos responsáveis por estas
atividades, por exemplo, através de uma análise cromatográfica HPLC.
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