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Resumo

Desde tempos imemoriais, as plantas tém sido utilizadas de inUmeras formas,
desde a alimentacao, a medicina e até nos rituais funebres. Os extratos vegetais e éleos
essenciais contém uma variedade de compostos bioativos que apresentam um conjunto
de propriedades benéficas, entre elas a capacidade de inibir e eliminar microrganismos,
tornando-se assim numa possibilidade para utilizacdo na industria alimentar, como
desinfetantes ou aditivos alimentares. De facto, a presenga de microrganismos
patogénicos em alimentos, bem como a capacidade de estes formarem biofilmes, tem

impulsionado a comunidade cientifica na busca de alternativas aos desinfetantes.

Neste contexto, no presente estudo foram extraidos compostos bioactivos de
duas espécies vegetais, Arbutus unedo e Corema album, recorrendo a diferentes
solventes organicos e agua. Os extratos obtidos foram de seguida analisados quanto ao
seu potencial antimicrobiano, sobre bactérias relevantes na industria alimentar
(Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Stapylococcus aureus), tanto na sua forma plancténica como na forma de biofilme. Foi
ainda avaliada a capacidade de erradicagao de biofilmes ja formados. Os ensaios foram
realizados com 24, 48 e 72 h de incubacéo, utilizando duas temperaturas, 10 e 37 °C,
de forma a simular condi¢cdes associadas a industria alimentar e ao Homem (enquanto
consumidor de alimentos potencialmente contaminados com microrganismos
patogénicos). Para os extratos que revelaram possuir maior capacidade antimicrobiana,
recorreu-se ao método da microdiluicdo para determinagdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI), concentragdo minima bactericida (CMB) e concentragdo minima de

erradicagao de biofilme (CMEB).

Os resultados obtidos revelaram diferentes padrées de formacgédo de biofilme
entre os isolados em estudo, com clara influéncia da temperatura e do periodo de
incubacao. Ficou ainda demonstrado que os extratos resultantes das folhas da
camarinheira possuem atividade antibacteriana contra L. monocytogenes na forma

plancténica, mas nao sobre biofilmes pré-existentes.

Em conclusao, foi possivel confirmar a potencialidade da utilizacdo de extratos
de origem vegetal como antimicrobianos. No entanto, € fundamental realizar estudos
mais detalhados, nomeadamente recorrendo a modelos alimentares “in food modefl’, de

modo a simular condi¢gdes mais proximas da realidade.

Palavras-chave: Arbutus unedo, Corema album, propriedade antimicrobiana, biofiime,

seguranca dos alimentos.



Abstract

Since immemorial times, plants have been used in countless ways, from food to
medicine, and even in funeral rites. Vegetable extracts and essential oils contain a
variety of bioactive compounds with a wide range of beneficial properties, including the
ability to inhibit and eliminate microorganisms, thus becoming a possibility for use in the
food industry, as disinfectants or food additives. In fact, the presence of pathogenic
microorganisms in food, as well as their ability to form biofilms, has driven the scientific

community to search for effective alternatives.

In this context, bioactive compounds were extracted from two plant species,
Arbutus unedo and Corema album, using different organic solvents and water. The
extracts obtained were analyzed for their antimicrobial potential against relevant bacteria
in the food industry (Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Stapylococcus aureus), both in their planktonic form or in biofilm state. The ability to
eradicate pre-existing biofilms was also analyzed. The tests were carried out at 24, 48
and 72 h of incubation, using two temperatures, 10 and 37 °C, in order to simulate
conditions associated with the food industry and Human beings, (as a consumers of
foods potentially contaminated with pathogenic microorganisms). For the extracts which
showed higher antimicrobial ability, the microdilution method was used to determine
minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and

minimum biofilm eradication concentration (CMEB).

Results obtained revealed different patterns of biofilm formation among the
isolates under study, with a clear influence of temperature and incubation period. It was
also demonstrated that the extracts resulting from camarinha leaves harbor antibacterial

activity against L. monocytogenes in the planktonic form, but not on pre-existing biofilms.

In conclusion, it was possible to confirm the potential use of plant extracts as
antimicrobials. However, it is essential to carry out more detailed studies, such as “in

food moder’, in order to simulate conditions closer to reality.

Keywords: Arbutus unedo, Corema album, antimicrobial properties, biofilm, food

safety.
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Introducgao

Desde a antiguidade que o Homem utiliza as plantas, como alimento e/ou com o
objetivo de prevenir e curar doengas. As propriedades medicinais das plantas e a forma
como devem ser utilizadas, constituem um acumulado de conhecimento empirico,
obtido por tentativa erro, que foi passando oralmente de geracdo em geracao,
construindo a “medicina tradicional”. A contribuicdo portuguesa para a fitoterapia
acontece por Garcia de Orta, através da sua obra “Coléquios dos Simples e Drogas e
Cousas Medicinais da india”, que descreve os detalhes das plantas, o seu modo de
utilizacdo e as suas propriedades medicinais, langcando as bases da fitoterapia e da
farmacologia moderna (Ordem dos médicos, 2017). A medicina tradicional foi praticada
durante muito tempo, em especial pelas populagdes do interior, devido a falta de meios
para se deslocarem até aos centros urbanos e também pela precariedade econémica

em que viviam.

Com base nas diversas propriedades das plantas, o presente trabalho consistiu
na recolha de Arbutus unedo e Corema album na regido do Algarve, nos anos de 2017
e 2019, com o objetivo de extrair os seus compostos bioativos (utilizando diferentes
solventes, na sua forma pura ou em misturas) e avaliar a sua agao antimicrobiana sobre
bactérias associadas a industria alimentar, com a finalidade de avaliar o seu potencial

para aplicacdo futura na erradicagao de biofilmes.

Os Dbiofilmes podem ser definidos como uma comunidade microbiana
caracterizada pela adesao a uma superficie. Esses microrganismos vao produzir uma
matriz, que vai fornecer protegéo a antibidticos, agentes biocidas, entre outros fatores
desestabilizadores externos. Este aumento de resisténcia comparativamente as células
planctonicas, dificulta a eliminacédo do biofilme (Galié et al. 2018). Os microrganismos
que formam biofilmes na industria alimentar podem ser patogénicos para o Homem,
colocando em risco a saude do consumidor (Galié et al. 2018). Estdo também
associados a corrosao das superficies e a perdas econdémicas (Galié et al. 2018). Os
compostos bioativos presentes nas plantas, que apresentem atividade antimicrobiana,
podem representar uma possibilidade para o combate a estas comunidades. Os
compostos bioativos podem ainda contribuir para o prolongamento do periodo de vida

util dos alimentos, ou ser utilizados como adocgantes naturais, entre outros.



1. Revisao bibliografica

O recurso da humanidade as plantas leva-nos a tempos remotos. O inicio da
medicina tradicional comecou pela procura da cura de patologias distintas, através da
utilizacao e/ou ingestao de partes das plantas (Viegas et al. 2006). Contendo as plantas
uma enorme diversidade de compostos, as agdes terapéuticas, procuradas pelos
nossos ancestrais, estavam relacionadas com a presenga destes compostos, que
demonstram diferentes propriedades, entre elas, a atividade antimicrobiana (Weleni
2017).

1.1 Plantas aromaticas e medicinais
1.1.1 Arbutus unedo (Medronheiro)

O medronheiro (Arbutus unedo) é um arbusto que pertence a familia Ericaceae,
nativo da regido do Mediterraneo, abundante no Algarve, cresce junto as zonas
costeiras e em algumas zonas do interior (Figura 1) (Oliveira et al. 2011). O medronheiro
€ dos poucos arbustos em que é possivel encontrar o fruto e a flor ao mesmo tempo
(Delgado-Pelayo et al. 2016). Este arbusto é importante do ponto de vista ecolégico,
uma vez que evita a erosdo dos solos, ajuda a manter a fauna e flora, cresce em solos
pobres e em zonas fustigadas por incéndios, regenerando rapidamente (Oliveira et al.
2011).

Figura 1 — Arbutus unedo (Medronheiro)

As diferentes estruturas do medronheiro tém propriedades terapéuticas e
medicinais. As folhas e raizes parecem ser utilizadas no tratamento de infe¢des
urinarias, doengas do foro dermatoldgico, doengas renais, hipertenséo, diabetes e
doengas cardiovasculares. Os frutos e os caules tém menos utilizagdes, mas sao
referidos no tratamento de infegdes urinarias, doengas do foro dermatolégico, doengas

cardiovasculares e desconforto gastrointestinal (Oliveira et al. 2011).



As folhas do medronheiro tém aplicagbes na area farmacéutica e na area dos
suplementos alimentares (Orak et al. 2011), e a sua atividade antimicrobiana foi referida
por Oliveira et al. (2011), sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium e Enterococcus faecalis.

Os frutos conhecidos por medronhos, tém forma esférica e a sua superficie esta
coberta por pequenos cones que conferem uma textura caracteristica (Fonseca et al.
2015). O fruto sofre alteragao de cor ao longo do seu processo de amadurecimento,
iniciando num tom verde/amarelo, até atingir a cor caracteristica do pico de maturacao,
o vermelho-escuro, o que ocorre entre outubro e dezembro (Figura 2). Os frutos sao
uma importante fonte de rendimento nas zonas rurais, para a produgcao de aguardente,

melosa, produtos de pastelaria e compotas (Oliveira et al. 2011).

|
iy
Figura 2 - Medronhos nos diferentes estadios de maturagao.

A nivel nutricional o fruto é fonte de minerais, e apresenta um valor razoavel de
proteina. O agucar € o composto em maior quantidade e que varia ao longo do
amadurecimento (Oliveira et al. 2011). Os compostos identificados nos frutos de Arbutus
unedo incluem vitaminas (A, C e E), considerando-se o medronho como uma fonte de
antioxidantes. A cor vermelha dos frutos, que determina o seu estado de maturacao,
deve-se a presencga de antocianinas (Delgado-Pelayo et al. 2016).

Os medronhos maduros podem ser considerados como fonte de acidos gordos
omega 3, 6mega 6, fitoesterdis e tocoferdis. Estes nutrientes tém demonstrado efeitos
benéficos na saude, sendo possivel considerar os medronhos como fonte de
fitoquimicos valiosos com fins nutricionais (Fonseca et al. 2015).

De acordo com Alarcao-e-Silva et al. (2001) os frutos de Arbutus unedo, podem
ser considerados como uma potencial fonte de corante alimentar, devido a presenca de
beta-caroteno e antocianinas que sao responsaveis pelas cores laranja e vermelho.

A principal classe quimica presente nos trés estagios de maturagdo sao os
alcoois, que diminuem ao longo da maturacdo. No entanto, no ponto de maturagdo
maximo, e em comparagao com os restantes compostos, é o grupo presente em maior

concentracao (Oliveira et al. 2011).



1.1.2 Corema album (Camarinha)

A camarinheira (Corema album) ¢ um arbusto didico, que pode atingir 1 metro
de altura, pertencente a familia Ericaceae. E endémico nas dunas e falésias da costa
atlantica da Peninsula Ibérica e no noroeste da Galiza até Gibraltar (Figura 3) (Santos
et al. 2014). Foi identificada uma subespécie, C. album subsp. azoricum Pinto da Silva,

que € nativa do arquipélago dos Agores (Andrade et al. 2017).

Figura 3 — Corema album (camarinheira) com os seus frutos

A floracao ocorre em sintonia entre as flores femininas e masculinas nos meses
de fevereiro a abril. Os frutos amadurecem entre junho e setembro, momento de
temperaturas altas, auséncia de chuvas e elevada radiagao solar. As plantas femininas
produzem bagas, as camarinhas (Andrade et al. 2017). Estes pequenos frutos, 5-8 mm
de diametro, tém sabor agradavel, mas levemente acido. A sua polpa é rica em fibra e
agucar (Andrade et al. 2015). Sao consumidas frescas, ou transformadas em geleia ou
licores. No campo da medicina tradicional sédo utilizadas no tratamento da febre e
infecbes por parasitas (Ledn-Gonzalez et al. 2013).

Quando as camarinhas estdo maduras, a sua cor pode variar entre o branco-
pérola e um tom levemente rosa até um aspeto translucido, em que € possivel visualizar
as sementes (Figura 4) (Andrade et al. 2017).

Figura 4 —-Pormenor das camarinhas brancas e translicidas (adaptado de De Oliveira &
Dale 2012).



Os frutos contém elevada concentragao de alguns grupos de compostos
bioativos com atividade anti-bacteriana, anti-inflamatdria e anti-cancerigena, que podem
trazer beneficios a saude do consumidor, nomeadamente na preveng¢ao de algumas
patologias, como as doencgas cardiovasculares, oncolégicas e infe¢cdes urinarias (Ledn-
Gonzalez et al. 2013).

Devido a fraca disponibilidade de agua, elevadas temperaturas no verao, baixo
teor em nutrientes, acado abrasiva do mar e aos solos de drenagem rapida, Corema
album possui folhas de reduzidas dimensbes, de modo a proteger os estomas,
diminuindo a transpiracdo, a perda de agua e permitindo uma melhor adaptagdo ao
habitat costeiro (Marques 2007).

Esta espécie encontra-se em extingdo, devido a destruicdo dos habitats
costeiros para fins urbanisticos, recreativos ou pela presenca de espécies invasoras
(Jornal Publico, 2018).

1.2 Compostos bioativos de origem vegetal

Os compostos bioativos extraidos das plantas, tém despertado interesse na
comunidade cientifica devido as suas aplicagdes, tanto na industria alimentar, como na
area da saude, cosmética, aromoterapia e agricultura (Dima & Dima 2015). Assim, a
flora surge como uma possibilidade para contrariar os desafios encontrados pela
industria alimentar e farmacéutica, uma vez que sao fonte de moléculas com atividade
antimicrobiana, anti-fingica, anti-viral, anti-parasitaria, anti-séptica, antioxidante, anti-
inflamatéria, anestésica (Chouhan et al. 2017; Pandey et al. 2017), anti-cancerigena,
antidiarreica e analgésica (Sasidharan et al. 2007).

Na industria alimentar as moléculas bioativas podem ser utilizadas como
antimicrobianos (Perricone et al. 2015), antioxidantes (Turek & Stintzing 2013),
aromatizantes (Dima & Dima 2015) ou como suplementos alimentares (Oliveira et al.
2011). Os compostos bioativos podem ser aplicados de forma direta ou em sinergia com
outros aditivos, acrescentando valor ao produto final por serem considerados “naturais”
(Takwa et al. 2018). As plantas aromaticas e medicinais, podem ser utilizadas ndo s6
para dar sabor, mas também como conservantes, devido a presenca dos diversos
compostos que tém demostrado atividade antimicrobiana sobre microrganismos que
afetam a qualidade e o tempo de vida util dos alimentos (Gottardi et al. 2016).

Na medicina, o uso excessivo de antibidticos e a capacidade de adquirir e
transmitir resisténcia por parte das bactérias deu origem a um problema de saude
publica (Gérniak et al. 2019), que é responsavel pelo aumento da morbilidade e
mortalidade (Weleni 2017). O aumento da resisténcia aos antibiéticos tem originado a

escassez de agentes antimicrobianos eficazes, sendo necessaria e urgente a pesquisa
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e desenvolvimento de novos compostos (Goérniak et al. 2019). A sinergia entre
antibioticos e outras moléculas bioativas pode ser uma possibilidade para contornar esta

problematica (Chouhan et al. 2017).

1.2.1 Definicao de compostos bioativos, 6leos essenciais e extratos
vegetais

Compostos bioativos sao definidos como metabdlitos secundarios das plantas,
que provocam efeitos farmacoldgicos, ou toxicoldgicos, em humanos e animais (Azmir
et al. 2013). Estes compostos sao produzidos pelas diversas estruturas presentes nas
plantas e armazenados nos tricomas e bolsas secretoras (Figueiredo et al. 2014). As
moléculas bioativas, s&o biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade (Pandey et al.
2017), sendo por isso consideradas como seguras (Generally Recognized as Safe -
GRAS) (Pandey et al. 2017). Os metabdlitos secundarios sdo os compostos que dao
valor medicinal as plantas, com o objetivo destas se adaptarem melhor ao meio em que
se inserem, designadamente como defesa afastando possiveis predadores, protegcao
aos raios UV, (Jamwal et al. 2018) pragas, ou na atracido de polinizadores (Cushnie &
Lamb 2005). Os metabdlitos secundarios diferem dos metabdlitos primarios, visto que
0s primarios sao os compostos essenciais a vida das plantas, tais como proteinas,
hidratos de carbono e lipidos (Moghaddam & Mehdizadeh 2017).

De acordo com a metodologia utilizada na extragdo de compostos bioativos, a
mistura final devera ser classificada como extrato ou 6leo essencial. De acordo com a
ISO 9235:2013 a definicao de extrato consiste num “produto obtido de matéria-prima
natural, com a utilizagdo de um ou varios solventes.” A solugéo obtida podera ser filtrada
e/ou os solventes parcialmente ou totalmente removidos. A definicao de 6leo essencial
€ determinada pela Norma Portuguesa NP-90, 1987, que os define como produtos
aromaticos obtidos exclusivamente por destilagdo com vapor de agua (ou destilagéo
fracionada) de materiais vegetais ou, por expressao, no caso do pericarpo dos citrinos,
com posterior separagao por centrifugagéo (Nogueira & Lourengo 2007).

Os odleos essenciais consistem em misturas complexas, constituidas por
aproximadamente 20-60 compostos em concentracdes variaveis, em que alguns estao
presentes em concentracdes razoavelmente altas (20-70%) e outros em baixas
concentragdoes. Os compostos bioativos presentes em maior concentragcdo, sao
importantes na atividade biolégica do 6leo essencial, no entanto os compostos
secundarios desempenham um papel significativo, pois podem potencializar os efeitos
dos compostos principais (Perricone et al. 2015). Os 6leos essenciais sao soluveis em

alcool e éter, mas insoluveis em agua. Sao geralmente liquidos e incolores a



temperatura ambiente e com um odor caracteristico, sendo constituidos por compostos
de natureza volatil (Dhifi et al. 2016).

Os extratos e 6leos essenciais podem ser obtidos através das diversas partes
da planta: raizes, caules, flores, folhas, frutos e sementes. As plantas que sao
normalmente utilizadas, ou que despertam maior interesse devido aos resultados
obtidos, encontram-se na zona mediterranica, em climas mais temperados e areas
tropicais (Perricone et al. 2015). A ampla gama de possiveis utilizagcbes dos 6leos
essenciais, ou extratos, resulta da diversidade encontrada na sua composicao (Turek &
Stintzing 2013).

1.2.2 Fatores que afetam a produgao de compostos bioativos

Todos os fatores a que a planta esta exposta tém influéncia direta na biossintese,
distribuicdo, composicdo e concentracdo de compostos bioativos, podendo resultar
numa grande variabilidade quimica dentro da mesma espécie. Estes fatores dividem-se
em fatores intrinsecos e extrinsecos (Dhifi et al. 2016). Os fatores intrinsecos incluem
as caracteristicas genéticas da planta (espécie e quimiotipo), 6rgao da planta, estagio
de desenvolvimento e idade. Os fatores extrinsecos incluem fatores ambientais, tais
como condigdes climaticas, aplicagao de fertilizantes, temperatura, humidade, radiacao,
vento, rega, propriedades do solo, localizacao geografica, estacao do ano e métodos de
secagem e extracdo (Moghaddam & Mehdizadeh 2017).

A influéncia dos fatores anteriormente referidos esta refletida no facto de
extragdes efetuadas durante ou imediatamente apdés a floragdo, normalmente

originarem 6leos essenciais com uma forte atividade antimicrobiana (Vergis et al. 2015).

1.2.3 Métodos de extragao

A extracdo é o momento em que retiramos da matriz os compostos bioativos,
sendo importante conservar os tecidos vegetais, de modo que os compostos se
mantenham viaveis. A conservagdo pode ser através da congelagcédo ou desidratacao
(liofilizagéo), mas o material vegetal pode ser utilizado fresco (Dai & Mumper 2010).

O método de extracdo de compostos bioativos depende da sua estrutura
molecular, polaridade, pH, concentragcdo, tempo de extragdo, temperatura utilizada,
estabilidade térmica, racio entre solvente e amostra. Devido a complexidade do
processo de extracdo é dificil escolher um Unico método que se aplique aos mais
variados tecidos vegetais (Khoddami et al. 2013).

O tempo e a temperatura utilizados aumentam a solubilidade dos compostos
bioativos, no entanto, parte dos compostos pode sofrer degradacdo ou reagdes

indesejaveis, como a oxidagao por tempos de extracao prolongados e temperaturas

7



elevadas. Todos estes parametros sao diferentes de amostra para amostra, e poderdo
ter como resultado final compostos distintos (Khoddami et al. 2013).

Assim sendo, a metodologia escolhida devera estar de acordo com objetivo
pretendido, uma vez que as propriedades dos compostos bioativos obtidos através de
diferentes métodos variam, obtendo-se misturas distintas. A hidrodestilagdo, extragcao
com solvente organico, enfleurage, utilizagcao de ultra-sons, alta pressao hidrostatica
(HHPE), micro-ondas ou fluido supercritico — CO,, sdo as opg¢des disponiveis para a

obtencao de extratos vegetais ou 6leos essenciais (Moghaddam & Mehdizadeh 2017).

1.2.3.1 Extragao com solvente organico

As extragbes com recurso a solventes, sdo dos procedimentos mais utilizados
na extragéo de compostos bioativos, devido a sua eficiéncia e facilidade de aplicagéo a
qualquer tipo de amostra. E importante determinar qual o solvente a utilizar, uma vez
que a escolha ira influenciar os compostos extraidos. Metanol, etanol, propanol,
acetona, acetato de etilo e algumas combinagdes, com diferentes proporgdes de agua,
tém sido utilizados para a extragéo de diferentes compostos (Dai & Mumper 2010).

Apoés a extracdo pode ser necessario eliminar o solvente utilizado. Para a sua
eliminagdo, o equipamento utilizado é o rota-vapor. Este equipamento tem como
vantagem o aumento da velocidade de evaporagdo, uma vez que reduzindo a pressao,
reduz-se o ponto de ebuligdo do solvente. A rotagdo do baldo durante este processo
aumenta a area de evaporagao e mantém a temperatura da mistura (Bennour et al.
2019). A desvantagem deste tipo de extracao € a possivel perda de compostos volateis

durante a remoc¢ao do solvente (Moghaddam & Mehdizadeh 2017).

1.2.3.2 Extragao com ultra-sons
A utilizagao de ultra-sons facilita a extragdo de compostos bioativos de matrizes
solidas. A sonicacéo corresponde a producido de ondas sonoras, que criam bolhas de
cavitacao proximas do tecido da amostra, fracionando as paredes celulares e libertando
o conteudo celular. O extrato obtido é influenciado pelo tempo de sonicacéo,
temperatura, selegao do solvente, frequéncia e distribuicdo das ondas (Khoddami et al.
2013).

1.2.4 Atividade antimicrobiana
Devido a presenca de inUmeros compostos quimicos nos extratos ou oleos
essenciais, a atividade antimicrobiana nao € atribuida a um Unico mecanismo especifico,

mas sim a uma “cascata” de reagdes, que se iniciam num determinado alvo celular e



que avangam para outro local de agdo como consequéncia de um primeiro alvo celular.
A estrutura quimica dos compostos bioativos afeta 0 seu modo de acao e a atividade
antibacteriana. Uma caracteristica importante destes compostos quimicos é sua
hidrofobicidade, que Ihe permite danificar os lipidos da membrana celular, coagular o
citoplasma e alterar a fluidez da membrana, tornando-a mais permeavel e originando a
saida extensiva dos conteldos celulares, tendo como consequéncia a morte celular
(Figura 5)(Burt 2004).

Os compostos bioativos podem também atuar sobre as proteinas celulares
presentes na membrana citoplasmatica, que estao delimitadas por moléculas lipidicas.
Os bioativos podem acumular-se na bicamada lipidica e distorcer a interagao entre os
lipidos e a proteina; ou promover interagao direta dos compostos lipofilicos com partes
hidrofébicas da proteina (Figura 5) (Burt 2004).

Coagulacao
Perda de / \
constituintes \
citoplasmaticos  / |
Citoplasma/ /
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Parede celular A '.T-TT "Nk TI?'?T.\ \ Membrana
AT AL LILLLLY) citoplasmatica

Proteinas
membranares

Figura 5 - Localizagdes e mecanismos na célula bacteriana considerados locais de agdo
pelos compostos bioativos (adaptado de Burt 2004).

De um modo geral, as bactérias Gram positivas sdo mais suscetiveis aos
compostos bioativos do que as Gram negativas. A parede celular das bactérias Gram
positivas & constituida por peptidoglicano (90-95%), acido teicéico e proteinas. A
estrutura da parede celular das bactérias Gram negativas € mais complexa, sendo
composta por uma monocamada de peptidoglicano, envolvida por uma membrana
externa composta por proteinas e lipopolissacarideos (camada LPS), que restringe a
difusdo de compostos hidrofdbicos. Este limite externo funciona como uma barreira. No
entanto, alguns compostos hidrofébicos podem ultrapassar esta estrutura bacteriana e
aceder ao citoplasma ou a outras estruturas celulares (Figura 6) (Khorshidian et al.
2018).
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Figura 6 - Constituicao da parede celular das bactérias Gram negativas e Gram positivas (adaptado
de Ogunsona et al. 2020).

1.3 Seguranca dos alimentos e as doengas transmitidas por
alimentos

As doengas transmitidas por alimentos (DTA), representam um problema
econdmico e de saude publica, que abrange desde os paises mais desenvolvidos até
aos paises em desenvolvimento, sendo estes ultimos os mais afetados (WHO, 2021).
Desconhece-se a verdadeira dimenséo deste problema, uma vez que parte dos casos
nao sao reportados. Cerca de um tergco da populagdo dos paises desenvolvidos é
anualmente afetada por doencgas transmitidas por alimentos (Veiros et al. 2009). Estas
doengas sao causadas pelo consumo de alimentos, ou agua, contaminados por agentes
infeciosos, e podem ocorrer em qualquer etapa da cadeia de producdo. As doengas
transmitidas por alimentos mais comuns sdo causadas por Campylobacter, Salmonella,
Yersinia, E. coli e Listeria, e ttm como sintomas nauseas, vomitos, dores abdominais,
diarreia, e em casos extremos a morte (EFSA, 2021).

As doengas transmitidas por alimentos, vulgarmente chamadas toxinfegbes
alimentares (TIAs) dividem-se em infecdes e intoxicacdes. As infe¢bes alimentares sao
causadas pela presenga no alimento de um agente patogénico. No caso das
intoxicagdes, a sintomatologia surge pela ingestao das toxinas previamente sintetizadas
pelo agente patogénico (Viegas 2015).

Os surtos de toxinfecbes alimentares podem estar relacionados com o
incumprimento do bindmio tempo/temperatura, falta de formacdo por parte dos
manipuladores, higiene pessoal insuficiente, contaminacao cruzada entre os diversos
géneros alimenticios a processar ou processados, contaminagdo com as superficies dos
equipamentos, incumprimento de cddigos de boas praticas ou processos de limpeza e

higienizacao deficientes (Forsythe 2013). Outros motivos também devem ser
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considerados, tais como o aumento do comércio internacional, o envelhecimento da
populagao, as alteragdes climaticas, a migragao e viagens internacionais, agravam este
problema e expbem a populagédo a perigos aos quais nunca tinham estado expostos
(World Health Organization 2008).

A legislagao europeia relativa a seguranga dos alimentos é das mais complexas
e exigentes a nivel mundial, tendo como base o principio da precaugao e a defesa do
consumidor. Dada a importancia da alimentagao, este setor tem evoluido para se ajustar
a todas as alteragdes necessarias, desde a legislagdo em vigor a adaptacdo a novas
realidades e oportunidades de mercado. A publicagcéo de varios diplomas legais, do qual
se destaca o Regulamento (CE) n.° 852/2004 do parlamento europeu e do conselho de
29 de abril, relativo a higiene dos géneros alimenticios, descreve as obriga¢cdes dos
operadores econdémicos, nomeadamente a necessidade de formagéo, o cumprimento
dos requisitos de higiene, a aplicagdo de procedimentos baseados nos principios do
HACCP, o respeito pelos critérios microbiolégicos e a recolha e analise de amostras. O
regulamento (CE) n° 1441/2007 do parlamento europeu e do conselho de 5 de
dezembro estabelece os critérios microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios,
determinando um limite para a aceitabilidade e um conjunto de regras para a recolha e
preparagdo de amostras para analise. Os critérios microbioldgicos sao aplicaveis aos
produtos colocados no mercado, durante todo o seu periodo de vida util. Tém caracter
obrigatério e o ndo cumprimento conduz a rejeigdo, reprocessamento ou retirada do
produto do mercado. O Regulamento (CE) n°® 178/2002 do parlamento europeu e do
conselho de 28 de janeiro tem como objetivo assegurar um elevado nivel de saude
publica impedindo a colocagao de géneros alimenticios para humanos e alimentos para
animais, que nao sejam seguros no mercado e estabelecendo regras gerais ao comércio
de géneros alimenticios. Este regulamento cria ainda a autoridade europeia para a
seguranga dos alimentos e o sistema de alerta rapido para os géneros alimenticios e
alimentos para animais (RASFF). A rastreabilidade de todos os géneros alimenticios ao

longo da cadeia de produgao e comércio inicia-se também com este documento legal.

1.3.1 Microrganismos presentes nos alimentos
Na perspetiva da microbiologia alimentar, os microrganismos podem ser
divididos em trés grupos: microbiota tecnoldgico, patogénico ou deteriorativo. No grupo
tecnoldgico, estdo incluidas as bactérias que podem ser utilizadas na produgédo de
alimentos, como os alimentos fermentados, destacando-se os membros do género
Enterococcus. No segundo grupo, microbiota patogénico, estdo as bactérias que
causam doenga, representando perigo para a saude publica, como Salmonella enterica,

Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e

11



como representante das bactérias deteriorativas, ou seja, bactérias que vao causar
alteragdo das caracteristicas do alimento, que o vai tornar inaceitavel para o
consumidor, temos como exemplo Pseudomonas (Gram et al. 2002).

Aeromonas hydrophila

As bactérias do género Aeromonas sao em forma de bacilo, Gram negativas,
anaerobias, nao formadoras de esporos e moveis (Citterio & Biavasco 2015). O intervalo
de temperatura mais adequado ao desenvolvimento deste microrganismo € entre 4 a 42
°C, com uma temperatura 6tima de 28 °C (Pattanayak et al. 2020). E considerada uma
bactéria oportunista (World Health Organization 2008). A sua distribuigdo é ubiqua, mas
tipica de ambientes aquaticos, surgindo com frequéncia em pescado (Citterio &
Biavasco 2015). O género Aeromonas apresenta capacidade de formar biofilmes em
superficies bidticas ou abidticas (Talagrand-Reboul et al. 2017).

Bacillus cereus

As Dbactérias do género Bacillus, pertentencem a familia Bacillaceae,
amplamente distribuida na natureza, em forma de bacilo, Gram positiva, aerébia, mével
(Montville et al. 2017), formadora de esporos resistentes a elevadas temperaturas e a
agentes de desinfegéo (Fink et al. 2017). Este género tem como temperatura 6tima de
multiplicagéo 30 a 40 °C, e um pH 6timo entre 4,9 e 9,3 (Schneider et al. 2020).

A espécie B. cereus produz duas toxinas, a diarreica e a emética. A toxina
emética, termorresistente, provoca como sintoma principal, o vomito. Esta associada a
alimentos ricos em amido, como o arroz (Montville et al. 2017; World Health Organization
2008). Neste tipo de surtos a intoxicagao deve-se a ingestao do alimento com a toxina
(Huang et al. 2020). A toxina diarreica, que é termosensivel, esta associada a alimentos
proteicos, como peixe (Montville et al. 2017; World Health Organization 2008). Neste
caso a toxina é produzida e libertada no intestino do consumidor pelas células
vegetativas (Huang et al. 2020).

Os esporos de B. cereus resistem a condigcdes ambientais extremas, como a
pasteurizagdo, congelagdo, desidratacdo e radiagdo, constituindo assim uma
preocupagao durante o processamento dos alimentos (Huang et al. 2020). B. cereus é
conhecido por produzir biofilmes que representam uma possivel fonte de contaminagao
dos alimentos (Huang et al. 2020).

Enterococcus spp.

O género Enterococcus é constituido por 72 espécies (Lpsn, 2021), entre elas E.
faecalis e E. faecium, que correspondem as espécies mais frequentemente encontradas
em alimentos (Giraffa 2003).

Os membros do género Enterococcus caracterizam-se por serem cocos, Gram

positivos, anaerébios facultativos e ndo formadores de esporos (Fisher & Phillips 2009).
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A gama de temperatura para a multiplicagdo de Enterococcus situa-se entre 5 a 50 °C,
com um pH que pode variar entre 4,6 a 9,9. Estas bactérias toleram elevadas
concentragoes de sal, conseguindo sobreviver em ambientes adversos (Fisher & Phillips
2009).

As bactérias deste género sao parte essencial e natural da microbiota intestinal
do ser humano e de outros animais. Sao considerados microrganismos oportunistas, e
nas ultimas décadas tém sido responsaveis por infecdes associadas aos cuidados de
saude, maioritariamente infe¢gdes do trato urinario (Fisher & Phillips 2009). A maior
preocupacgao em relacao as estirpes pertencentes a este género é a sua resisténcia a
antibioticos (Hugas et al. 2003).

Os enterococos pertencem ao grupo de organismos conhecidos como bactérias
acido lacticas (BAL) (Fisher & Phillips 2009), que proporcionam aroma, sabor e textura
aos produtos alimentares (Franz et al. 2003). Dado que produzem bacteriocinas, os
enterococos tém sido utilizados nos produtos fermentados, como culturas starter e/ou
como probiéticos (Fisher & Phillips 2009).

Ao nivel da seguranga dos alimentos, o género Enterococcus, particularmente a
espécie E. faecalis é considerado um indicador de contaminacao fecal, uma vez que
reflete as condigdes de higiene na industria alimentar (Kim et al. 2020). Em meio
industrial tém a capacidade de formar biofilmes (Liu et al. 2020). Nos alimentos, a
presenca de Enterococcus pode ser detetado no leite e pode estar associada a
deterioracao de produtos carneos (Franz et al. 2003).

Escherichia coli

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bactérias em
forma de bacilo, Gram negativas e anaerdbias facultativas (Aijuka & Buys 2019). A
temperatura de multiplicagéo de E. coli situa-se entre os 7 a 50 °C, com uma temperatura
6tima de 37 °C (World Health Organization 2008).

A espécie E. coli divide-se em seis grupos, de acordo com os seus fatores de
viruléncia, mecanismos de infecdo e sintomas clinicos (Montville et al. 2017). Estas
bactérias podem ser encontradas no meio ambiente e em animais de sangue quente,
nomeadamente no intestino do ser humano onde s&o parte integrante da microbiota,
residindo em simbiose com outros microrganismos (Aijuka & Buys 2019). As estirpes
patogénicas causam diarreia, infe¢des no trato urinario, podendo ser preocupantes para
criangas e individuos imunocomprometidos. Os surtos estdo normalmente associados
ao consumo de carne parcialmente confecionada, enchidos, vegetais, queijo curado,
leite cru e consumo de agua contaminada. Em ambiente de produg¢éo de alimentos, esta

bactéria tem a capacidade de formar biofilmes (Vidacs et al. 2018).
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Listeria spp.

O género Listeria inclui atualmente vinte e oito espécies (Lpsn, 2021),
caracterizam-se por serem bacilos, Gram positivos, aerébios (Duze et al. 2021), nao
formadores de esporos (Duze et al. 2021), com mobilidade conferida por flagelos
(Montville et al. 2017). A temperatura 6tima de multiplicagdo entre 30 e 37 °C, com
capacidade de se desenvolver a temperaturas de refrigeracao (Montville et al. 2017) e
capaz de proliferar em pH acido e elevadas concentragoes de sal (Duze et al. 2021).

De entre as espécies referidas, Listeria monocytogenes é considerada como
uma bactéria patogénica transmitida por via alimentar (Jemmi & Stephan 2006). E
responsavel pela listeriose, doengca provocada pelo consumo de alimentos
contaminados, que apresenta elevada taxa de mortalidade e morbilidade (Disson et al.
2021; Duze et al. 2021).

A sua distribuicao € ubiquitaria (Montville et al. 2017) e pode ser encontrada em
diversos alimentos tais como carne, vegetais congelados, peixe, leite e produtos lacteos,
gelados e alimentos prontos a consumir. Também pode ser encontrada em superficies
e ambientes de processamento de alimentos, sendo que a capacidade de formar
biofilmes Ihe permite colonizar diferentes superficies e persistir em ambiente industrial
(Duze et al. 2021).

Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas tem como caracteristicas o facto de serem bacilos Gram
negativos, aerdbios, nao formadores de esporos e com mobilidade conferida por flagelos
(Quintieri et al. 2019). A temperatura 6tima de multiplicacéo é 37 °C, (LaBauve & Wargo
2012) e o pH deve situar-se entre 4,5 a 9,5 (Klein et al. 2009). Outra das caracteristicas
deste grupo de bactérias é a sua capacidade para formar biofilmes, tendo assim
disponivel mais uma via para melhorar a sua capacidade de adaptagao e dificultar a
erradicagao (Quintieri et al. 2019). Deteriora alimentos e é frequentemente identificada
em lacticinios, produtos carneos e agua (Quintieri et al. 2019).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria oportunista, responsavel por infegdes
associadas aos cuidados de saude que afetam individuos imunocomprometidos
(LaBauve & Wargo 2012). Devido a sua capacidade de adaptagao, multiplicagao rapida
e reduzida necessidade nutricional, € facilmente encontrada no meio ambiente, onde
esta amplamente distribuida (Xu et al. 2019).

Salmonella spp.

O género Salmonella esta dividido em nove espécies (Lpsn, 2021), que
pertencem a familia Enterobacteriaceae e se caracterizam por serem bacilos, Gram
negativos, anaerobios facultativos, nao formadores de esporos e moveis. A temperatura

de multiplicagéo situa-se entre os 2 a 54 °C, com uma temperatura 6tima de 37 °C,
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podendo sobreviver durante bastante tempo em alimentos congelados. Ao nivel do pH,
a proliferacao pode ocorrer entre 4,5 a 9,5 com um pH étimo entre 6,5 a 7,5 (Montville
et al. 2017). Tal como muitos outros microrganismos, as bactérias pertencentes ao
género Salmonella tém a capacidade de formar biofilmes em diversas superficies como
aco inoxidavel, vidro e plastico, conseguindo sobreviver na presenca de desinfetantes
(Steenackers et al. 2012).

A espécie Salmonella enterica € o agente responsavel por grande percentagem
dos surtos de origem alimentar a nivel mundial (Spector & Kenyon 2012). Apds o
consumo de alimentos contaminados a infecdo, conhecida por salmonelose, ocorre
principalmente em individuos com sistema imunitario fragilizado. Os alimentos
associados a salmonelose sao carnes parcialmente confecionadas, ovos, vegetais, leite
cru (WHO 2017) e ervas aromaticas (Lins 2018).

Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus caracteriza-se por bactérias em forma de cocos, Gram
positivos, anaeroébios facultativos, ndo formadores de esporos e nao méveis. O intervalo
de temperatura que permite a sua multiplicacdo é de 7 a 46 °C com uma temperatura
6tima de 35 a 37 °C. O intervalo de pH adequado ao seu desenvolvimento é de 4,5 a
9,3 (ASAE, 2021).

A espécie Staphylococcus aureus pode ser encontrada na pele, nariz e garganta,
considerando-se 0 Homem como portador natural. S. aureus é disseminado sobre
superficies e equipamentos por contato direto, por fragmentos de pele ou através dos
aerossois que se formam quando os manipuladores falam, tossem ou espirram
(Montville et al. 2017). As condigbes associadas a surtos sao geralmente a refrigeracao
inadequada, preparagcdo dos alimentos com grande antecedéncia, higiene pessoal
deficiente e alimentos que requerem muita manipulagdo (Montville et al. 2017). A
intoxicagao alimentar por S. aureus é o resultado do consumo de alimentos com a toxina

termorresistente, sendo esta o agente responsavel pela sintomatologia (ASAE, 2021).

1.3.2 Importancia dos biofilmes na industria alimentar

Na industria alimentar as superficies e equipamentos podem ser colonizados por
microrganismos formadores de biofilmes. Apesar de os biofilmes serem muitas vezes
prejudiciais, tém um importante contributo na produgdo de cerveja, vinagre e no
tratamento de aguas residuais. Na industria alimentar, apés adeséo e formagao do
biofilme, os microrganismos que Ihe deram origem reduzem a eficacia das estratégias
de processamento alimentar e de higienizagéo, e constituem uma possivel fonte de
contaminacgéao e deterioracao dos géneros alimenticios. Por estes motivos os biofiimes

comprometem a qualidade e seguranga dos alimentos, constituindo uma ameacga para
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a saude publica. Estao associados a perdas economicas, rejeicao do produto e doengas

relacionadas com o consumo de alimentos contaminados (Rodrigues et al. 2012).

1.3.2.1 Definigao de biofilme

Pode definir-se biofime como uma comunidade microbiana dindmica, com
bactérias aderentes a uma superficie, e incorporadas numa matriz extracelular (EPS —
Extracellular Polymeric Substance) (Miladi et al. 2016), produzida pelas préprias,
composta por polissacaridos, acidos nucleicos e proteinas (Kumar & Anand 1998;
Kumar et al. 2017).

A matriz EPS é um sistema dinamico que confere estabilidade e protecao a
comunidade bacteriana de condigbes externas adversas, tais como a dessecacgao (a
matriz incorpora grandes quantidade de agua), radiagao e resisténcia a agentes
antimicrobianos, permitindo a sua sobrevivéncia (Simdes et al. 2013). Devido a matriz,
os biofilmes contemplam um conjunto de mecanismos de protegdo, como a elevada
viscosidade da matriz diminuindo a difusibilidade de compostos antimicrobianos
(Simdes et al. 2013), aumentando a resisténcia a temperaturas elevadas, a ambientes
acidos e a ambientes com concentragdes de sal (Jadhav et al. 2013).

Esta protecado é bastante eficaz, uma vez que a resisténcia das bactérias aos
agentes antimicrobianos no estado de biofiime, aumenta entre 10 a 1000 vezes
comparativamente as células planctonicas (Gorniak et al. 2019). No entanto, a protecao
conferida pela matriz pode ficar reduzida quando esta estrutura é danificada (Kumar &
Anand 1998). Com a idade do biofilme, o nivel de prote¢do da matriz aumenta, porque
aumenta a producado de EPS (Kumar & Anand 1998). Além da defesa proporcionada
pela matriz, as bactérias presentes nos biofilmes podem produzir enzimas com
capacidade de degradar os compostos antimicrobianos (Kumar & Anand 1998).

A formagado e arquitetura do biofilme esta dependente da espécie, estirpe,
estagio de desenvolvimento, presenga de flagelos, pili e fimbrias, propriedades da
superficie de adesao, pH, temperatura, nutrientes disponiveis e dinamica de fluidos
(Whitehead & Verran 2015). Assim, uma bactéria pode ser considerada boa produtora
de biofilme em condigbes especificas que, quando alteradas, originam uma resposta
diferente por parte do microrganismo (Simdes et al. 2013). No meio ambiente um
biofiime é normalmente formado por diversas espécies, o que origina biofilmes mais
espessos € mais estaveis, visto que a matriz produzida por uma espécie pode aumentar
a estabilidade das outras espécies, assim como a resisténcia aos agentes

antimicrobianos (Simdes et al. 2013).
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1.3.2.2 Etapas de formacgao de biofilme

A formacgao do biofilme € um processo dinamico, ciclico e gradual, no qual as
bactérias passam de um estado unicelular para um estado multicelular (Simodes et al.
2013). O numero de etapas do processo de formagao de biofilme nao é consensual
entre autores. A Figura 7 apresenta uma esquematizagcéo deste processo considerando

cinco etapas (Magana et al. 2018).
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Figura 7 — As diversas fases de formagao do biofilme (Adaptado de Magana et al. 2018).

1 — Condicionamento da superficie

A formacéao do biofilme, comega com a bactéria na sua forma plancténica, que
inicia o contacto com qualquer superficie. Nos ambientes de processamento de
alimentos, as bactérias e os nutrientes provenientes dos géneros alimenticios formam
um filme condicionador que favorece a formagao do biofilme (Kumar & Anand 1998).

2 — Adesao celular

A adesdo celular ocorre em duas fases: primeiramente a adesao reversivel
seguida pela adeséo irreversivel. Para a formagao do biofilme é necessario que a célula
se fixe a superficie. A adesdo esta dependente das estruturas celulares de locomogao
e fixagao, tais como os flagelos, pili e fimbrias, que ganham nesta fase grande
importancia para garantir uma fixagao estavel. A disponibilidade de nutrientes e a fase
de multiplicagédo das bactérias influenciam a adesao (Simdes et al. 2013).

Entre a bactéria e a superficie tem de existir interagao, para que esta se fixe. A
interacao entre as duas superficies implica, um conjunto de for¢as de atragao, forgas de
van der Walls, forcas eletrostaticas e interagdes hidrofdbicas. Durante esta fase as
bactérias podem ser facilmente removidas, visto que as forgas existentes na interacao
sdo de intensidade reduzida, tornando esta adesao reversivel, podendo as bactérias
voltar ao modo plancténico (Kumar & Anand 1998).

Na adeséo irreversivel as células bacterianas estabelecem interagdes dipolo-
dipolo, ligagcdes por pontes de hidrogeénio, ligacdes idnicas e covalentes e interagdes
hidrofébicas. Para espécies moveis, as fimbrias estabelecem pontes entre a bactéria e
a superficie formando uma associagao irreversivel, assim como os flagelos que

superaram as forgas repulsivas entre a bactéria e a superficie. Em espécies ndo moveis,
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as bactérias aumentam a producdo de adesinas na sua superficie, aumentando a sua
viscosidade. Este aumento de viscosidade promove a aderéncia célula-célula e a
aderéncia a superficie (Simodes et al. 2013).

As propriedades fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte
influéncia sobre a adesao dos microrganismos, os quais aderem mais facilmente as
superficies hidrofébicas (plasticos) do que as hidrofilicas (vidro ou metais). Estudos
mostram que a adesado microbiana melhora com o aumento da hidrofobicidade da
superficie (Rodrigues et al. 2009), superando as forgas repulsivas que possam existir
(Simdes et al. 2013).

3 — Formagao de microcoldnias

As bactérias fixadas de modo irreversivel, multiplicam-se, formando
microcoldnias, recolhendo do ambiente circundante os nutrientes necessarios. As
microcolénias aumentam e formam uma camada de células que cobre a superficie. No
decorrer da multiplicacao celular, as células produzem EPS que auxilia na estabilizagao
e fixagao a superficie (Kumar & Anand 1998).

4 — Formacao do biofilme

A fixacdo continua de células e a sua multiplicagdo em simultdneo com a
produgéo de EPS, origina o biofilme. A composi¢ao do biofilme pode ser heterogénea,
devido a colonizagao por diferentes microrganismos (Kumar & Anand 1998). O biofilme
formado tem uma arquitetura complexa, sendo constituido por bactérias organizadas
em microcolonias, intercaladas com regides menos densas da matriz que incluem
canais de agua altamente permeaveis, que transportam nutrientes e produtos residuais
(Rahman et al. 2016).

5 — Dispersao

A dispersao das células que constituem o biofilme pode ser considerada como
uma estratégia para a colonizagao proativa de novos ambientes, antes que os nutrientes
se tornem limitantes (Rahman et al. 2016). A rutura da biomassa pode ser dividida em
dois modos: erosao e descolamento. A erosao consiste num despreendimento continuo
de pequenos fragmentos do biofilme. O descolamento é a perda massiva de biomassa
do biofilme (Simdes et al. 2013).

1.3.2.3 Problemas na industria alimentar
A fixacdo de bactérias e posterior formacdo de biofilmes em superficies e
equipamentos, é prejudicial (Kumar & Anand 1998). Os biofilmes estdo associados a
parte das toxinfe¢des alimentares (Srey et al. 2013). Sendo a melhor estratégia evitar a
formagado dos mesmos, higienizando correta e regularmente, impedindo assim que as

células se fixem as superficies (Srey et al. 2013).
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Os biofilmes podem desenvolver-se em tapetes transportadores, tubagens,
juntas, circuitos de agua potavel e esgotos, permutadores de calor, e partes internas
dos equipamentos onde é dificil higienizar (Wirtanen et al. 2000; Rodrigues et al. 2012).
Pela sua presenca em varios locais ao longo das linhas de producao, os biofilmes
reduzem a transferéncia de calor, diminuindo a eficacia do processo e aumentando o
consumo de energia. Sao também responsaveis pela corrosao das superficies metalicas
e aumentam a resisténcia dos fluidos nas tubagens (Kumar & Anand 1998). De modo
a prevenir a adesdo de microrganismos € importante a escolha de materiais que de
algum modo possam impedir a adesao bacteriana e a escolha de agentes quimicos de

limpeza e desinfecio, adequados a cada industria.

2. Objetivos
As plantas medicinais acompanharam o inicio da medicina e da industria
farmacéutica, pelo facto de serem o Unico recurso acessivel por parte da populagao a
qualquer tipo de terapéutica. Com o avanco da ciéncia, tém sido identificadas diversas
atividades bioldgicas associadas as plantas, devido a presencga de compostos bioativos.
Estes compostos podem ser utilizados de variadissimas formas em diferentes areas. Na
industria alimentar podem ser utilizados como antimicrobianos, de modo a inibir ou
eliminar microrganismos que tenham a capacidade de aderir e formar biofiimes nas
superficies de processamento ou armazenamento dos alimentos. Os biofilmes sao
estruturas multicelulares, altamente organizadas, que fornecem protecdo aos
microrganismos, dificultando a agdo de agentes agressores externos, permitindo a sua
sobrevivéncia e consequentemente a contaminacdao dos alimentos, estando
frequentemente na origem de doencas veiculadas por alimentos. Assim, os compostos
bioativos constituem uma possivel estratégia de controlo microbiano na industria
alimentar, devido as suas diversas atividades bioldgicas e origem natural.
Neste contexto, os objetivos do presente trabalho foram:
v' Extrair compostos bioativos de duas espécies vegetais, Arbutus unedo e Corema
album, recorrendo a diferentes solventes;
v"Avaliar a capacidade de formagao de biofilme por microrganismos relevantes na
industria alimentar, a duas temperaturas e periodos de incubacgao distintos;
v' Avaliar, in vitro, o potencial antimicrobiano dos extratos vegetais sobre
microrganismos (deteriorativos ou patogénicos), associados a alimentos;
v' Determinar concentragbes minimas inibitérias e concentragbes minimas
bactericidas para os extratos com maior potencial antimicrobiano (células
plancténicas em cultura pura e mista);

v' Determinar concentragdes minimas de erradicagdo de biofiime (CMEB).
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3. Material e métodos

3.1 Recolha de plantas produtoras de compostos bioativos
3.1.1 Arbutus unedo (Medronheiro)

Entre junho e novembro de 2017, foram recolhidos na Aldeia da Pedralva, folhas,
caules, raizes e frutos do medronheiro. Todos os arbustos cresceram nas mesmas
condicbes climaticas e sem intervencdo humana. Os medronhos foram colhidos
aleatoriamente em diferentes datas, tendo sido por cada data, colhidos os trés estadios
de maturagdo (imaturo, intermédio e maduro). Os frutos foram colocados em sacos
estéreis, e transportados no mesmo dia para o laboratério (mantidos sobre gelo, numa
caixa isotérmica durante o transporte), onde foram congelados a -80 °C. Os arbustos
foram enrolados em papel-jornal de modo a secarem uniformemente em local seco e
escuro, mantendo-se sempre a temperatura ambiente.

Em novembro de 2019 foram efetuadas novas recolhas, apenas de folhas e
frutos maduros. Todo o material vegetal foi recolhido na mesma area geografica das
amostras anteriores. As folhas foram guardadas em local seco, ao abrigo da luz solar e
a temperatura ambiente. Os medronhos foram mantidos a -20 °C, tendo sido
posteriormente transportados para o laboratério do mesmo modo que na recolha

anterior, e mantidos a -80 °C até utilizacao.

3.1.2 Corema album (Camarinheira)

As bagas e as respetivas folhas, de ambos os sexos, foram recolhidas
aleatoriamente no final do més de julho de 2019, no concelho de Aljezur, junto ao litoral,
numa zona em que surgem de forma natural e espontanea. As bagas foram separadas
em dois estados de maturacdo: imaturo - camarinhas brancas; maduro - camarinhas
translucidas; que foram armazenadas no mesmo dia a -80 °C, tendo sido posteriormente
transportadas em gelo, no més de setembro, para o laboratério da Faculdade de
Medicina Veterinaria. As folhas foram envolvidas em papel-jornal e armazenadas em

local seco, ao abrigo da luz solar e a temperatura ambiente.

3.2 Extragao de compostos bioativos

Os medronhos e as camarinhas foram pesados e liofilizados (Scanvac cool sate,
Dinamarca), durante 4 dias, a vacuo e a uma temperatura aproximada de -55 °C. Apés
liofilizagdo, os frutos foram novamente pesados e mantidos a -80 °C. De modo a
preparar o passo seguinte, foi necessario reduzir as dimensoées dos frutos liofilizados e

das folhas do medronheiro. Os frutos foram esmagados e as folhas do medronheiro
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cortadas em pequenos fragmentos. As folhas de camarinheira foram mantidas inteiras,
devido a sua reduzida dimensao.

Para a extragdo de compostos bioativos, pesaram-se quatro aliquotas de cerca
de 2,0 g de cada amostra, e adicionaram-se 20 ml da mistura agua:acetona (Fisher) ou
agua:etanol (Merck) ou agua:metanol (Honeyewll), na proporgéo 1:1 (v/v); a quarta
aliquota foi colocada em agua destilada, sem adicdo de solvente organico. Os quatro
erlenmeyers (por amostra) foram tapados com parafiim e cobertos com papel de
aluminio para proteger da incidéncia da luz (com o objetivo de evitar a degradacgéo dos
compostos bioativos).

De seguida, os erlenmeyers foram colocadas num banho de ultra-sons, (Grant,
MXB14), durante 20 minutos, a temperatura ambiente, adicionando-se gelo ao banho
de agua, de modo a prevenir o aumento da temperatura. Apds terminada a primeira
sonicacao, as amostras repousaram durante 1 hora. Durante este compasso de espera
os erlenmeyers foram novamente tapados com parafiim e cobertos com papel de
aluminio. Repetiu-se o processo de sonicagao por mais 20 minutos.

Os extratos resultantes foram filtrados dentro da hotte, com filtros de pregas de
90 mm de diametro (Whatman e Filtres Laurent-Prat-Dumas), para baldes previamente
tratados (ie, mantidos em estufa a 103 °C, e transferidos para o exsicador durante 20
minutos), dando-se de seguida inicio a evaporagéao do solvente, no rota-vapor (Heidolph
G3), com o banho de agua a uma temperatura de 40 °C, 150 rpm e a baixa presséo, até
a evaporacgao total do solvente, obtendo-se assim extratos aquosos. O tempo e a
pressao variaram de acordo com o0 a amostra e o solvente a evaporar (otimizado caso
a caso). Nota: o rota-vapor foi utilizado apenas para os extratos com a solugao a base
de solventes organicos, para o extrato a base de agua este passo nao foi efetuado.

No final do processo os extratos foram divididos em aliquotas devidamente
identificados e conservados a 4 °C até posterior utilizacdo. As seguintes referéncias
correspondem as publicagdes consultadas para definicdo do protocolo final acima
descrito, que foi adaptado e otimizado durante o presente estudo (Orak et al. 2011;
Jurica et al. 2017; Takwa et al. 2018).

3.3 Microrganismos em estudo e manutengao de culturas

Para a realizacdo dos ensaios foi necessario recorrer a diferentes bactérias,
comummente associadas a toxinfegdes alimentares e/ou a deterioragcao de alimentos
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Microrganismos incluidos no estudo e temperaturas 6timas de multiplicacéo.

Microrganismos Temperatura 6tima de multiplicagéo (°C)
" A. hydrophila (A259) 28
g % E. coli (ATCC 25922) 37
O P | P. aeruginosa (ATCC 15442) 37
| s enterica (CECT 4300) 37
B. cereus 30-40
e § E. faecalis (V583) 37
g = L. monocytogenes (CECT 911) 30-37
& | L. monocytogenes (CECT 934) 30-37
S. aureus (ATCC 25923) 35-37

Legenda: (ATCC - American Type Culture Collection; CECT - Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo).

Antes de iniciar qualquer um dos ensaios a seguir descritos todos os
microrganismos foram inoculados em meio BHI (Brain Heart Infusion) sélido, incubados
em estufa over-night, e conservados a 4 °C até utilizacdo, de modo a manter culturas

viaveis e metabolicamente ativas durante todo o estudo.

3.3.1 Preparacgao de suspensoes bacterianas

No inicio de cada ensaio, os microrganismos foram repicados para meio BHI
sélido, e incubados a 37 °C over-night. De seguida iniciou-se a preparagao de
suspensdes bacterianas, que foram realizadas sempre da mesma forma para as
diferentes estirpes, de modo a obter a mesma concentragao celular em todas as
suspensdes, padronizando assim o inéculo a usar.

Num microtubo com 2 ml de solu¢do de Ringer colocou-se com a ansa uma
fracdo da cultura bacteriana metabolicamente ativa e homogeneizou-se no voértex.
Previamente a leitura da densidade o6tica das suspensoes, preparou-se uma cuvete com
1000 ul de solugao de Ringer, que foi utilizada como referéncia. Transferiu-se para uma
nova cuvete 900 pl de solucdo de Ringer, e adicionou-se 100 pl da suspensao
bacteriana preparada anteriormente (diluicdo de 1:10). Homogeneizou-se por inversao
e leu-se a densidade otica (DO) no espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec
2000) a um comprimento de onda de 600 nm. De seguida, efetuou-se o calculo do
volume a retirar da suspensao inicial de modo a obter todas as suspensées com uma
concentragao celular final de 1,5 x 108 UFC/ml. Converteu-se o valor da absorvancia,
considerando que 1 Unidade de absorvancia (UA) corresponde a 1 x 108 UFC/ml,
obtendo-se o volume a utilizar. Transferiu-se da suspensao inicial para novos
microtubos, a quantidade necessaria e centrifugou-se (Microtubo, Cenytrifuge 5415R)

durante 5 minutos, a velocidade maxima de 13,2 rpm e a 4 °C. Descartou-se o
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sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 200 yl de solugéo de Ringer. De seguida
homogeneizou-se por agitagdo no vortex, obtendo-se assim suspensdes com igual
concentracao de células bacterianas. Nos ensaios em que se utilizaram culturas mistas
(Listeria monocytogenes CECT 934 e P. aeruginosa), ap6s agitacdo no vortex,
transferiu-se o volume correspondente a cada suspensao bacteriana para um novo

microtubo, na proporcao de 1:1.

3.3.2 Avaliagao da capacidade de formagao de biofilme

Prepararam-se as suspensdes bacterianas para cada microrganismo a estudar,
de acordo com o procedimento descrito em 3.3.1. Em microplacas de 96 pogos (VWR
Tissue Culture Plates, China) distribuiram-se 150 pl de BHI liquido efetuando-se de
seguida, um ciclo de UV (duragéo de 15 minutos) a placa e respetiva tampa na camara
de fluxo laminar (Telstar Bio Il Advance) para eliminar possiveis contaminagdes durante
a distribuicdo do meio de cultura. De seguida, efetuou-se a inoculagédo com 3 pl de cada
suspensdo bacteriana, respeitando a ordem que esta descrita na Figura 8. Para cada
microrganismo foram realizadas duas réplicas técnicas por microplaca, e para cada
ensaio, trés réplicas bioldgicas (trés experiéncias independentes). Apds inoculagao, as
microplacas foram colocadas dentro de caixas plasticas com papel absorvente
humedecido, de modo a diminuir a taxa de evaporagdo do meio de cultura.
Seguidamente as microplacas foram incubadas a 37 e 10 °C. O procedimento de
inoculacao foi repetido a cada 24 horas, perfazendo tempos de incubagao de 72, 48 e
24 h, de modo a avaliar a formagao de biofilmes ao longo do tempo e a cada uma das

temperaturas em estudo.

¢ e°0 0006
- ' \ 24 horas (3° inoculagéo)
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Figura 8 — Esquema ilustrativo da microplaca utilizada no ensaio para a quantificagao da
formacao de biofilmes.

A verde estao indicados os controlos de esterilidade (apenas meio de cultura BHI liquido).
Coluna 2 — L. monocytogenes (CECT 934); Coluna 3 — L. monocytogenes (CECT 911); Coluna
4 — B. cereus; Coluna 5 — S. aureus; Coluna 6 — E. faecalis; Coluna 7 — P. aeruginosa; Coluna
8 — S. enterica; Coluna 9 — E. coli; Coluna 10 — A. hydrophila.
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No final do periodo de incubagao, o biofiime formado foi quantificado recorrendo a
técnica da coloracdo por cristal violeta (O'Toole 2010). Em resumo, retirou-se o
conteudo da microplaca por inversdo da mesma e submergiu-se a placa na horizontal
em agua destilada, com os pogos voltados para cima. Retirou-se novamente por
inversdo o seu conteldo, e repetiu-se o procedimento de lavagem 3 vezes. Sobre a
bancada, colocou-se papel absorvente, inverteu-se a microplaca e retirou-se o excesso
de agua, movimentando-a contra o papel sobre a bancada. O passo seguinte foi a
secagem da placa a temperatura ambiente. Apds secagem, foi adicionado a cada pogo
100 pl do corante violeta cristal a 0,2 % (p/v), e aguardou-se 15 minutos. Repetiu-se o
processo de lavagem e secagem acima referidos, adicionando-se de seguida 125 ul de
solugao de etanol:acetona (80:20, v/v) a cada pogo. Aguardou-se 15 minutos e efetuou-
se a leitura a 580 nm, com agitacdo normal durante 30 segundos, no leitor de
microplacas (SUNRISE, Serial number 1708003498, XFLUOR4 Version V 4.51)
(O’Toole 2010). Todo o procedimento foi efetuado em camara de fluxo laminar, de modo
a garantir as condi¢gbes de assépsia, excetuando o procedimento de coloracéo.

Para analise dos resultados, utilizou-se a seguinte férmula, de modo a classificar
as bactérias em quatro niveis (BFI -Biofilm Formation Index), de acordo com a
capacidade de formar biofilme (Lucero-Mejia et al. 2020):

AB — CW

AB - absorvancia a 580 nm do poc¢o inoculado com a bactéria em estudo;
CW - absorvancia a 580 nm do controlo negativo (esterilidade);
GB - absorvancia a 620 nm do po¢o inoculado com a bactéria em estudo;

GW - absorvancia a 620 nm do controlo negativo (esterilidade).

Interpretacdo de resultados:

BFI < 0,35 - considera-se a bactéria como nao produtora de biofilme

Quando BFI entre 0,35 e 0,69 - considera-se fraca produtora de biofilme

BFI entre 0,70 e 1,09 - considera-se a bactéria como moderada produtora de biofilme

BFI > 1,10 - considera-se como forte produtora de biofilme

3.4 Atividade antimicrobiana
3.4.1 Método de difusdao em meio soélido: screening inicial

Atribuiu-se a cada placa de Petri com BHI sélido um microrganismo, dividindo-

se a superficie da placa pelo numero de extratos a testar.
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Distribuiram-se 15 ml de meio BHI semi-sélido (0,75 % agar) em tubos de ensaio,
colocando-os no banho a 50 °C, para que o meio de cultura ndo solidificasse. Adicionou-
se a cada tubo de ensaio a suspensao bacteriana previamente preparada como descrito
anteriormente (ver 3.3.1). Homogeneizou-se no vortex, a baixa velocidade, de modo a
nao criar espuma e verteu-se o conteudo dos tubos de ensaio sobre as placas com meio
BHI solido previamente secas na estufa, obtendo-se deste modo uma distribuigao
homogénea do indculo por toda a placa. Deixou-se a placa solidificar e, sobre a camada
adicionada, no centro da respetiva quadricula, adicionaram-se 5 ul de cada extrato,
previamente homogeneizado no vortex. Deixou-se secar e incubou-se a 37 °C over-
night. No dia seguinte mediu-se o diametro (em mm) dos halos formados. Esta medi¢ao
foi efetuada utilizando sempre a mesma régua. Como controlo foram utilizadas as
diferentes solugdes de extragdo (agua:acetona, agua:etanol, agua:metanol e agua

destilada). O procedimento decorreu sempre em condigbes de assépsia.

3.4.2 Método de microdiluicdo - Determinagcao da concentragdo minima
inibitéria (CMI) e da concentragdo minima bactericida (CMB)

Prepararam-se suspensdes para cada um dos microrganismos a testar e para a
cultura mista, de acordo com o procedimento descrito em 3.3.1. Em microplacas de 96
pocos (VWR, Tissue Culture Plates, EUA) distribuiram-se 150 uyl de BHI liquido
efetuando-se de seguida um ciclo de UV (duragao de 15 minutos) a placa e respetiva
tampa na camara de fluxo laminar, de modo a eliminar possiveis contaminag¢des. Num
microtubo adicionaram-se 500 ul de agua destilada esterilizada e 500 ul do extrato a
testar, previamente homogeneizado no vortex. Nos pogos B2 a G2 (Figura 9), adicionou-
se 150 pl da diluicdo previamente preparada, perfazendo nesses pogos, um volume de
300 pl. De seguida efetuaram-se as diluicbes seriadas de 1:2 (v/v), iniciando na segunda
coluna e concluindo na penultima coluna, em que se descartou 150 pl.

Apds conclusdo das diluicdes seriadas, e antes de adicionar o indculo, pipetou-
se 5 pl do extrato puro; da 1° diluigao efetuada em microtubo e das diluicoes efetuadas
de B1 a B5, (Figura 9) para uma fita indicadora de pH. Por comparagéo com a escala
de referéncia do fabricante, anotaram-se os resultados observados.

De seguida, incorporou-se 3 ul de cada suspensao bacteriana nos respetivos
pocos, de acordo com a Figura 9. Para a temperatura de incubacgao de 10 °C a duragao
do ensaio foi de 48 horas, enquanto para a temperatura de 37 °C o ensaio teve uma
duracéao de 24 horas.

Apoés o periodo de incubagao, retirou-se 5 ul para uma placa de BHI sdlido,

previamente seca, dos seguintes pogos:
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v" Controlo positivo (apenas meio de cultura e a estirpe em estudo) e controlo negativo
(apenas meio de cultura BHI liquido);

v" Pogos em que visivelmente ndo ocorreu multiplicagéo celular,

v" Dos dois pogos anteriores e dos dois pogos posteriores ao pogo em que nao se
observou multiplicagdo celular;

v' Todas as incubacdes foram realizadas over-night.
Excecao: foi feita recolha em todas as situagdes em que devido ao sedimento
acumulado (precipitado do préprio extrato) ndo fosse possivel comprovar o

desenvolvimento (ou ndo) de microrganismos.

Apoés andlise das microplacas foi possivel determinar a CMI e CMB. A CMI
corresponde a menor concentragdo em que nao se observou multiplicacdo bacteriana,
ou seja, 0 pogo a partir do qual nao se observou turvagao do meio de cultura. A CMB,
consiste na concentragdo mais baixa que elimina/mata os microrganismos. A auséncia
de multiplicacao é visivel nas placas de BHI sdlido, apés incubacgao.

Em paralelo, e apds recolha das aliquotas acima mencionadas, procedeu-se a
coloragéo da microplaca com violeta cristal, tal como anteriormente descrito (ponto
3.3.2)

Este ensaio foi realizado em ftriplicado (réplicas biologicas), e para cada
microrganismo foram realizadas duas réplicas técnicas por microplaca. Todo o
procedimento decorreu na camara de fluxo laminar, de modo a garantir as condi¢des de

assépsia, exceto o procedimento de coloragao.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo da microplaca utilizada no ensaio para a
determinagao das CMI e CMB.

A verde estao indicados os controlos de esterilidade, contendo apenas meio de
cultura BHI liquido. A laranja esta representada L. monocytogenes (CECT 934), a
azul P. aeruginosa e a roxo a mistura destas duas estirpes. Na coluna 12, estdo os
controlos positivos (multiplicagdo na auséncia de extracto) para cada bactéria e
para a mistura bacteriana, que contém meio de cultura BHI liquido e inéculo.
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3.4.3 Determinacdo da concentragcdo minima de erradicacao de biofilme

(CMEB)

De modo a avaliar a capacidade de erradicacdo de biofilme, por parte dos
extratos foi utilizada, com algumas alteracdes, a metodologia descrita por Ceri et al.
(1999). Para obter contacto entre o biofilme formado e os extratos, utilizaram-se tampas
com espigdes (Nunc Transferable Solid Phases Screening System, Fisher Scientific Inc.,
Denamark), de acordo com a Figura 10. Estas tampas permitem que o biofilme se forme
nos espigdes (representado pela cor verde na figura 10), e posteriormente seja
mergulhado no extrato a testar, de forma a verificar se 0 mesmo tem capacidade de
erradicar o biofilme. Este ensaio foi realizado em triplicado (réplicas bioldgicas) para

cada temperatura de incubacao, e duas réplicas técnicas para cada microrganismo.

Figura 10 - Esquema representativo da tampa em espigao. O biofilme formado esta
representado a verde (adaptado de Harrison et al. 2010).

Prepararam-se as suspensdes metabolicamente ativas de acordo com o
procedimento descrito em 3.3.1. Foram preparadas microplacas de 96 pocos, em que
se distribuiram 150 pl de BHI liquido efetuando-se de seguida um ciclo de UV com uma
duracdo de 15 minutos, a placa e respetiva tampa na camara de fluxo laminar, de modo
a eliminar possiveis contaminacdes. De seguida efetuou-se a inoculagao, pipetando
para os respetivos pocos 3 ul da suspensao bacteriana, de acordo com a Figura 11.

As microplacas foram de seguida incubadas a 37 °C durante 24 horas e a 10 °C
durante 48 horas, com a respetiva tampa em espigao de modo a permitir a formagao de
biofilme nos espigoes.

No final da incubacao foi preparada a microplaca de erradicacéo. Esta placa
continha o extrato aquoso puro e diferentes concentragdes do mesmo. Em detalhe a
distribuicdo do extrato ocorreu da seguinte forma: distribuiu-se 150 ul de agua estéril da
coluna 1 a coluna 6, exceto nos pogos B1 a G1. Nestes pocgos (B1 a G1) adicionou-se
150 pl de extrato de metanol assim como na coluna 2 (B2; C2; D2; E2; F2; G2). Da
coluna 2 a coluna 5, efetuou-se diluicbes seriadas, descartando 150 pl na coluna 5,

obtendo-se assim, diferentes concentragdes de extrato.
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Antes da utilizagdo da placa de erradicagao, foi necessario lavar a tampa com
os espigdes, de modo que estes apenas transportassem o biofilme. Para tal,
submergiram-se os espigdes, por trés vezes numa microplaca de lavagem que continha
150 pl de solugao de ringer estéril, passando de seguida a tampa com espigdes para a
placa de erradicagdo onde permaneceu durante 1 hora. De seguida, procedeu-se
novamente a lavagem numa outra microplaca com 150 ul de solugédo de ringer, trés
vezes. Distribuiu-se 150 ul de BHI liquido numa nova microplaca, e colocou-se a tampa
com os espigdes durante mais 24 horas a 37 °C e 48 horas a 10 °C. Para a determinacao
da CMEB, é necessaria incubacdo das aliquotas em BHI sélido, referentes aos dois
pogos anteriores e aos dois pogos posteriores ao pogo em que nao se observou
multiplicagdo microbiana. Assim é possivel determinar qual a concentragcdo mais baixa
que elimina as bactérias que formaram o biofilme. Todo o procedimento decorreu na

camara de fluxo laminar de modo a garantir as condigbes de esterilidade.
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Figura 11- Esquema ilustrativo da microplaca utilizada no ensaio para
determinagao da CMEB.

A laranja esta representada L. monocytogenes (CECT 934), a azul P. aeruginosa e
aroxo a mistura bacteriana. Os controlos negativos e de esterilidade correspondem
a cor verde. Os controlos positivos estdo localizados na linha A e H e coluna 6.

3.5 Andlise de dados

Para a avaliagdo da capacidade de formacéao de biofilme, utilizaram-se os dados
obtidos nos trés periodos de incubacao diferentes (24, 48 e 72 h) e nas diferentes
temperaturas de incubacgao (10 °C e 37 °C). De seguida aplicou-se a férmula BFI, em
que se calculou a média dos trés ensaios e das duas réplicas para cada microrganismo
e para cada condicdo a avaliar. A este valor subtraiu-se a média dos controlos de
esterilidade, para leituras efetuadas a 580 nm. Para o calculo do denominador,
efetuaram-se os mesmos calculos dos referidos anteriormente, mas para leituras

efetuadas a 620 nm. No ensaio de determinagdo da CMI e CMB, comparamos a agao
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de trés extratos vegetais a diferentes concentragdes sobre duas culturas puras e uma
cultura mista a duas temperaturas distintas. Para os calculos necessarios utilizou-se o
software Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (versao 2110 Build 16. 0. 14527.
20234) e para a elaboracado dos graficos, recorreu-se ao software livre R (R version
4.0.3).

4. Resultados e discussao
4.1 Extragao de compostos bioativos

A atividade laboratorial iniciou-se com a extracdo de compostos bioativos de
diferentes 6rgdos do medronheiro - Arbutus unedo, designadamente raizes, caules,
folhas e fruto (recolhidos na Aldeia da Pedralva). Assumindo que a produgéo destes
compostos varia ao longo do ano (Males et al. 2006; Males et al. 2013), optou-se por
efetuar varias colheitas entre junho e dezembro, apenas de medronho (fruto) nos
diversos estadios de maturagao (imaturo, intermédio e maduro). O restante material
vegetal, folhas, raizes e caules foi colhido uma unica vez, em junho.

Os medronheiros sédo caracterizados por uma grande variabilidade genética,
morfoldgica e fenotipica, quer em pontos de colheita proximos quer afastados (Miguel
et al. 2014). Num estudo realizado ao longo do nosso Pais, foram identificados quatro
“clusters”. No Algarve foram identificados dois clusters geograficamente préximos, mas
que apresentam diferencas genéticas (Figura 12) (Ribeiro et al. 2017).

A presenca de alelos diferentes, pode refletir-se ao nivel dos quimiétipos e,
consequentemente, das propriedades associadas. Este facto podera influenciar os
compostos quimicos presentes nos frutos.

Uma comparagao entre frutos colhidos em seis locais no centro de Portugal

(Fonseca et al. 2015), permitiu observar uma grande variabilidade na fragao lipidica.
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Figura 12 - Clusters identificados em Portugal (adaptado de Ribeiro et al. 2017).

Dada a grande variabilidade da espécie A. unedo, e considerando que os
metabdlitos secundarios sdo uma mistura de diversos compostos com diferentes
caracteristicas e polaridades, utilizaram-se solventes com polaridades distintas, de
modo a obter um extrato final representativo dos metabdlitos secundarios produzidos
pela planta em andlise. Polaridades diferentes indicam que cada solvente ira extrair
compostos distintos.

De facto, existem duas possibilidades a considerar para os solventes utilizados
na extracdo: a utilizacdo de solventes puros ou a sua utilizacdo em solugado aquosa.
Para as primeiras extracoes por nés efetuadas, com o aconselhamento da Professora
Doutora Patricia Rijo, da Universidade Lus6fona de Lisboa, recorreu-se a utilizagéo de
solventes organicos puros (acetona e metanol) e de agua. A diversidade de solventes
utilizados, prendeu-se com a perigosidade associada a cada solvente e ao facto de
apresentarem polaridades diferentes. E ainda importante referir que, de acordo com o
meétodo utilizado para a extragdo de compostos bioativos, o presente estudo assenta
sobre extratos de origem vegetal e ndo 6leos essenciais, tal como referido no capitulo
2. Devido a informacgao descrita por Joshi (2019), que refere que temperatura acima dos
40 °C, destréi as moléculas bioativas, a temperatura do banho na etapa de evaporagao
foi limitada a 40 °C. A etapa de sonicagao foi adicionada de acordo com as indicagdes

referidas por Azmir et al. (2013), indicando que melhora a eficiéncia e o rendimento da
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extragao de compostos bioativos, justificando assim a utilizagédo deste recurso e o
aumento de mais um periodo de sonicacdo, no sentido de otimizar a extracao.

Posteriormente introduzimos a camarinheira — Corema album, tendo as bagas e
respetivas folhas sido recolhidas aleatoriamente no final do més de julho, no concelho
de Aljezur, numa zona em que surgem de forma natural e espontanea.

Para extracdo dos compostos bioactivos presentes nas amostras foram
introduzidas algumas alteragdes ao protocolo (descritas no material e métodos).
Utilizou-se um novo solvente, o etanol, e solugbes aquosas (1:1) de acetona, etanol e
metanol, em detrimento dos solventes puros. O equipamento “rota-vapor” também foi
diferente do utilizado anteriormente, sendo que neste ultimo € possivel ajustar a pressao
ao solvente a utilizar, bem como controlar de forma rigorosa a temperatura do banho.
Tal como anteriormente, os frutos foram liofilizados e os restantes elementos das
plantas apenas cortados em pequenos pedagos. Seguiu-se a sonicagao, a maceragao
e a evaporagao em rota-vapor para eliminagao dos solventes organicos. Os solventes
foram evaporados a baixa pressao, com uma duragdo de 45 minutos a 1h 15 minutos,
dependendo do solvente a evaporar.

Uma vez que o pH exerce agdo inibitéria sobre o desenvolvimento de
microrganismos, principalmente se os valores estiverem proximos de um dos extremos
da escala (cada microrganismo apresenta um valor de pH maximo, minimo e 6timo para
multiplicagc&o), consideramos importante registar o valor de pH dos extratos obtidos. Foi
descrito por Rivas et al. (2010) que valores baixos de pH aumentam a hidrofobicidade
das moléculas bioativas, uma vez que estas moléculas unem-se as zonas hidrofdbicas
das proteinas, permitindo que a molécula se dissolva melhor na fase lipidica, inibindo o
desenvolvimento bacteriano. Com o aumento do pH a inibicdo diminui. Assim, no
presente trabalho, procedeu-se a medi¢ao do valor de pH, através do teste colorimétrico,
para o extrato bruto e para as diluigdes. Por comparagdo com a escala, o valor de pH
obtido foi de 6, para todos os extratos obtidos. Este valor aproxima-se da neutralidade,
pelo ndo devera exercer muita influéncia na multiplicagdo microbiana.

Quanto a estabilidade dos extratos e de acordo com Gyawali & Ibrahim (2014)
0s compostos bioativos sdo suscetiveis a oxidagao durante o armazenamento, podendo
ocorrer alteragbes na composicdo funcional, bem como nas propriedades
antimicrobianas. A utilizagdo de agua como solvente dos compostos bioativos pode
aumentar a instabilidade das moléculas e a probabilidade de alteragdes quimicas
(Michel & Blanc 2001). No presente estudo o solvente foi agua, na impossibilidade de
ressuspender os extratos noutro solvente uma vez que nado é possivel realizar a

liofilizagcdo dos extratos (como sera devidamente explicado de seguida). Durante todo o
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trabalho experimental os extratos foram armazenados a temperaturas de refrigeragao e

ao abrigo da luz, mas a sua alteragao ao longo do tempo nao pode ser excluida.

4.2 Método de difusdao em meio sélido: screening inicial

Este ensaio consistiu numa primeira abordagem, para avaliar quais os extratos
mais promissores na inibigado bacteriana. A eficacia antimicrobiana dos extratos pode
ser avaliada pelo didmetro do halo de inibicdo formado, uma vez que as moléculas
bioativas presentes nos extratos difundem-se no meio de cultura, entrando em contacto
com os microrganismos distribuidos uniformemente em toda a placa. Se o
microrganismo for suscetivel, este nado ira crescer junto ao local onde foi colocado o
extrato, formando uma zona de inibicido variavel, que demonstra a sua maior ou menor
suscetibilidade aos compostos antimicrobianos. Se o microrganismo nao for suscetivel,
existira multiplicacdo microbiana em toda a placa/quadricula (Faleiro 2007). A
inexisténcia de halos também pode estar associada as limitagcdes deste método, que
consistem na fraca difusibilidade das moléculas bioativas no meio de cultura devido as
caracteristicas hidrofdbicas, e a sua volatilidade. E, no entanto, um método simples e
muito utilizado, de baixo custo, em que os resultados sao faceis de interpretar (Balouiri
et al. 2016).

E ainda importante referir que a escolha dos microrganismos para o presente
estudo teve como principio criar uma amostra representativa de bactérias comummente
associadas a alimentos. Assim, foram selecionados microrganismos patogénicos,
deteriorativos e com interesse tecnoldgico, englobando tanto bactérias Gram positivas
como Gram negativas.

O protocolo utilizado para este screening inicial estda de acordo com a
metodologia apresentada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, com algumas
adaptacoes, visto que as diretrizes estao direcionadas para a analise de antibidticos e
ndo de o6leos essenciais ou extratos de origem natural (Clinical and Laboratory
Standards Institute 2012). Em substituicao dos discos de papel de filtro impregnados no
composto em analise, optamos por colocar 5 pl de cada extrato (bruto, ie, sem diluigdo)
sobre a superficie do meio de cultura sélido.

Nos primeiros ensaios realizados com solventes puros, ndo se observou
qualquer efeito inibitério sobre os microrganismos indicadores (E. faecalis, L.
monocytogenes (CECT 911) L. monocytogenes (CECT 934), S. aureus (ATCC 25923),
P. aeruginosa (PAOI), E. coli, S. enterica (CECT 4300) e A. hydrophila. A posteriori
percebemos que esse facto podera ter estado relacionado com a liofilizagdo do extrato

apos evaporagao dos solventes.
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A liofilizagao é considerada como uma etapa importante na conservagao e
concentracao de amostras. No entanto, no decorrer do trabalho pratico deparamo-nos
com o facto de a liofilizagao “eliminar ou alterar” os compostos bioativos. De acordo com
os autores Dai & Mumper (2010) a liofilizacdo pode causar efeitos indesejaveis nos
compostos presentes nas amostras. Ja, de Torres et al. (2010) comparou diversos
compostos presentes na pelicula externa das uvas ap6s a liofilizacdo e a secagem em
estufa e concluiu que a liofilizagdo mantinha a composicdo dos compostos quimicos
estudados, considerando-a como uma boa opg¢ao para a industria alimentar. Dos
diversos investigadores contactados, nomeadamente Professora Doutora Ana Cristina
Figueiredo, Professora Doutora Susana Alves, Professora Doutora Aida Moreira da
Silva e Professora Doutora Maria Jodo Barroca, nenhum referiu conhecer alteragdes
associadas a este processo. Esta condigio foi identificada acidentalmente, uma vez que
sem evaporagao dos solventes, obtivemos zonas sem multiplicagdo bacteriana (agéo
inibitéria). Apds evaporagéo e liofilizagdo, observamos que os halos detetados
inicialmente tinham “desaparecido”. No sentido de identificar a causa desta alteragao
nos extratos, estes foram testados, apds a evaporacgao e apods a liofilizagao.

Como forma de eliminar possiveis falhas no liofilizador utilizado na FMV, varias
aliquotas foram liofilizadas no aparelho da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa. Os resultados obtidos foram a perda de inibicdo, independentemente do

equipamento utilizado, como é possivel verificar na Figura 13.

\ Extrato sem liofilizacdo

- (apresenta inibicdo
bactenana)

Extrato apds liofilizacdo na
Faculdade de Medicina
Vetennana da Universidade
de Lisboa (sem inibicdo
bacteriana)

Extrato apds liofilizacdo na
Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa
(sem inibicdo bacteriana)

Figura 13 — Comparacgao dos halos de inibigdo formados antes e apos liofilizagao,

utilizando aparelhos distintos, na FMV e FCUL (exemplo).
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Por este motivo a liofilizagdo foi eliminada do procedimento na fase final da
extragdo, bem como a ressuspensao em DMSO. Este processo foi utilizado apenas nos
frutos, logo no inicio do processo de extracao. Devido a constrangimentos de tempo,
decidimos avangar apenas com os extratos que apresentaram inibicdo. Assim, nao é
possivel afirmar, se a liofilizagao inicial dos frutos, tera logo a partida, eliminado ou
alterado alguns compostos bioativos que teriam um potencial antibacteriano.

Com base nas questdes referidas anteriormente e com o trabalho desenvolvido
apenas se obtiveram halos de inibicdo para os extratos obtidos a partir das folhas do
medronheiro, com recurso as diferentes solugbes de extracdo. Os extratos obtidos do
fruto e extratos em que apenas se adicionou agua, nao apresentam inibicdo, sendo
excluidos dos ensaios posteriores deste estudo. Os resultados obtidos no teste de
difusdo em agar para os extratos das folhas do medronheiro, estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Diametro dos halos para os extratos obtidos a partir das folhas do medronheiro

(em mm).

Microrganismos agua:acetona agua:etanol agua:metanol

" A. hydrophila 10 9 9

£ % E. coli 9 9 9

O | P. aeruginosa 13 10 12

B S. enterica 11 9 11

B. cereus 9 10 7

e § E. faecalis 9 9 9

& = | L. monocytogenes (CECT 911) 7 10 8

°2g|L monocytogenes (CECT 934) 10 10 10

S. aureus 9 9 9

As bactérias Gram negativas apresentam maior suscetibilidade aos extratos,
nomeadamente P. aeruginosa. Das bactérias em estudo, L. monocytogenes (CECT
911) e B. cereus apresentaram menor suscetibilidade. O extrato que registou maior
efeito antibacteriano sobre as bactérias Gram negativas, foi o extrato agua:acetona. No
grupo das bactérias Gram positivas, o extrato agua:etanol.

De modo a comparar os resultados obtidos com trabalhos publicados, organizou-

se a informagao, recolhida apds pesquisa bibliografica, na Tabela 3.
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Tabela 3 — Compilagao de resultados obtidos por outros autores (halos em mm).

Gram negativas

Gram positivas

Zona de Parte Tioo de Dimensdo Referéncia
Microrganismos colheita da e)F()trato da zona de bibliogréfica
planta inibicdo
E. coli Metanol 12 (Bouyahya
(K12 MBLA) Marrocos  Folhas "o 9 etal 2016)
. Sem (Orak et al.
Turquia Folhas Aquoso inibicgo  2011)
. . Aquoso 30 (Dib et al.
E. coli Argelia  Raizes  \1oianol 15 2013)
(ATCC 25922) Croacia Folhas Aquoso Sem (Jurica et
Metanol inibicdo  al. 2017)
- (Pavlovic et
Sérvia Folhas Etanol 15 al. 2014)
13 (Bouyahya
P. aeruginosa Marrocos Folhas Metanol Sem et al. 2016)
Etanol Lo
inibicao
P. aeruginosa - Sem (Pavlovic et
(ATCC 9027) Sérvia  Folhas  Etanol inibicdo  al. 2014)
. Aquoso 10 (Jurica et
’ . Crodcia  Folhas — p1otanol 22 al.2017)
. aeruginosa 9 (Dib et al.
(ATCC 27853) Argélia Raizes Qquoso Sem 2013)
etanol Lo
inibicao
Acetona/agua 10.0 (Ferreira et
(60:40) (2mg/disc) al. 2012;
Etanol 95% 11.3 Miguel et
B. cereus Metanol 10.0 al. 2014)
\ Covilhd  Folhas (Soxhlet)
(ATCC11771) Metanol 10.7
(maceragao)
Etanol 9.3
(maceragéo)
Acetona/agua 8.0 (Ferreira et
(60:40) 6.5 al. 2012;
Etanol 95% 7.0 Miguel et
Metanol 7.3 al. 2014)
Covilhda  Folhas (Soxhlet)
E. faecalis Metanol 7.3
(ATCC 29212) (maceragao)
Etanol
(maceragao)
AQUOSO Sem (Jurica et
Croacia Folhas q inibicado  al. 2017)
Metanol 8.0
27 (Bouyahya
L. monocytogenes Metanol
(CECT 4032 4B) Marrocos Folhas Etanol » et al. 2016)
. . Aquoso 12 (Dib et al.
Argélia  Raizes  yotanol 11 2013)
10.5 (Orak et al.
S. aureus (ATCC 25923) (10%/‘25‘3) 2011)
Turquia Folhas Aquoso (20ul/disc)
211
(40ul/disc)
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Acetona/agua 9.3 (Ferreira et

(60:40) 12.0 al. 2012;
Etanol 95% 9.3 Miguel et
Covilhd Folhas Metanol 9.3 al. 2014)
(maceragéo)
Etanol
(maceragao)

- Sem (Pavlovic et
S. aureus (ATCC 29213) Sérvia  Folhas Etanol inibicdo  al. 2014)

s OFOTSTS)  rcos Foras Mol 14 Bovrava

Apods analise da Tabela 3, constatou-se que os extratos obtidos pelos diversos
autores apresentaram inibicdo bacteriana sobre algumas das espécies bacterianas
utilizadas no presente estudo. E. coli, apresentou um halo com dimensdo semelhante
ao obtido no estudo aqui apresentado. Os extratos aquosos nao conseguiram inibir E.
coli, situacgao idéntica a que ocorreu nos ensaios por nos realizados. O Unico extrato que
difere € o extrato metanol com origem na Croacia, em que o referido extrato néo
demonstrou atividade antibacteriana, contrariamente ao nosso. Para P. aeruginosa, os
extratos de etanol, ndo demonstraram capacidade inibitéria, situacdo contraria aos
resultados apresentados, uma vez que o extrato de agua:etanol conseguiu inibir a
multiplicagédo bacteriana. O extrato aquoso obtido através das folhas do medronheiro,
com ponto de recolha na Croacia, demonstrou capacidade de inibir P. aeruginosa. Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram o contrario, ou seja, os extratos nao
apresentaram efeito inibitério.

Para o grupo das bactérias Gram positivas, B. cereus, E. faecalis e L.
monocytogenes, os extratos produzidos com solventes organicos demonstraram
inibicdo bacteriana, resultado coincidente com os dados obtidos no ensaio. O extrato
aquoso nao demonstrou inibir E. faecalis, apresentando assim um resultado semelhante
ao obtido. S. aureus apresentou suscetibilidade aos extratos aquosos, o que contraria
os resultados aqui apresentados. No entanto para extratos obtidos por solventes
organicos, a inibicao confirma-se. O extrato de folhas a base de etanol, colhido na Sérvia

contradiz com os resultados apresentados.

Para analise da Tabela 3, devemos ter em conta que a comparagao dos dados
obtidos pelos diversos autores com os dados recolhidos no presente estudo, deve ser
feita de forma cautelosa, visto que, as estirpes, os métodos de extracao, o ponto de
recolha e a grande variabilidade da espécie pode resultar numa enorme diversidade de
fatores. A discrepancia de resultados nos extratos de folhas (presencga ou auséncia de
inibicdo e dimensao dos halos), pode ser justificada pelas recolhas em pontos

geograficos diferentes, que estao sujeitos a condigdes climaticas diferentes, tipo de solo,
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estagio de desenvolvimento das plantas diferente, dando origem a produgao de
metabolitos secundarios distintos (Male$ et al. 2006).

A auséncia de publicagbes relativas ao efeito antimicrobiano de moléculas
bioativas extraidas dos frutos, podera indicar que estes 6rgaos da planta ndo contém
moléculas bioativas, possivelmente por nao possuirem estruturas de producédo e
armazenamento de metabdlitos secundarios.

De acordo com a revisdo bibliografica efetuada, as bactérias Gram positivas
normalmente sdo mais suscetiveis comparativamente as bacterias Gram negativas
(Khorshidian et al. 2018). No entanto, os resultados obtidos no presente estudo
indicaram que as bactérias Gram negativas foram mais suscetiveis aos extratos
testados, quando comparadas com as Gram positivas, ou seja, o contrario do
expectavel. O que pode estar relacionado com o facto de a parede das bactérias Gram
negativas permitir a passagem de alguns compostos, ndo sendo totalmente
impermeavel (Khorshidian et al. 2018).

Relativamente a Corema album, foi igualmente realizado este ensaio inicial
(difusdo em meio solido) com o objetivo de determinar quais os extratos que
apresentavam um efeito inibitorio nos microrganismos em estudo. Os resultados obtidos
nesta primeira triagem indicaram que, os extratos de frutos e os extratos obtidos
recorrendo apenas a adi¢do de agua nao apresentaram inibigdo microbiana, tendo sido
excluidos dos ensaios posteriores.

Apos observacao das placas de BHI solido e medigao dos halos formados, foi

possivel reunir na Tabela 4, os didmetros observados para cada extrato e bactéria.

Tabela 4 — Média do diametro dos halos para os extratos obtidos a partir das folhas da

camarinheira (em mm).

Microrganismos agua:acetona agua.etanol agua:metanol
" A. hydrophila 9 9 8
£ % E. coli 7 7 7
o E’) P. aeruginosa 6 7 7
S. enterica 8 7 7
B. cereus 9 9 9
e § E. faecalis 9 10 9
© = | L. monocytogenes (CECT 911) 9 10 9
© 8 | L. monocytogenes (CECT 934) 9 9 9
S. aureus 8 9 9

De um modo geral, as bactérias Gram positivas apresentaram maior

suscetibilidade comparativamente as Gram negativas. As Gram negativas apresentam
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um conjunto de estruturas que as protege, como a membrana externa junto a parede
celular, que impede a difusdo de diferentes compostos, € a presenga de enzimas no
espaco periplasmatico que podem degradar algumas moléculas (Klanénik et al. 2010).

No grupo das bactérias Gram negativas, A. hydrophila, sera a bactéria mais
suscetivel, e no grupo das Gram positivas, E. faecalis e L. monocytogenes (CECT 911),
podem ser consideradas como as bactérias mais suscetiveis, embora entre os dois
grupos nao existam diferengas consideraveis.

Relativamente as bactérias Gram negativas nao é possivel identificar um extrato
que demonstre maior efeito antibacteriano, uma vez que em média as dimensdes dos
halos séo idénticas. No grupo das Gram positivas, o extrato que demonstrou maior efeito
antibacteriano foi o obtido com a mistura agua:etanol.

Embora todos os extratos de folhas tenham mostrado atividade antimicrobiana,
aresposta de cada bactéria testada foi diferente, o que leva a considerar que os extratos
testados tém composicao quimica diferente e locais de agdo distintos.

A Universidade de Coimbra desenvolveu alguns estudos no sentido de
determinar as propriedades antimicrobianas da camarinheira. Para a extragao utilizaram
solventes organicos puros, liofilizaram os extratos e ressuspenderam-nos em DMSO.
Dos extratos obtidos, o Unico que demonstrou atividade antimicrobiana foi o extrato da
camarinha (fruto). O extrato de folhas ndo demonstrou qualquer atividade
antimicrobiana (unpublished results). Estes resultados, a semelhanga, dos resultados
relativos ao medronheiro, podem estar relacionados com o facto de o local de colheita
das camarinhas ter sido diferente (Praia de Mira) daquele em que foram colhidas as
nossas amostras, o que tera influenciado a produgédo de metabdlitos secundarios.

E ainda importante referir que a identificacdo dos compostos bioativos presentes
nos extratos da camarinheira € medronheiro ndo foram efetuados, embora esta
identificagao estivesse planeada, que devido a pandemia acabou por nao se concretizar.
Os extratos tém na sua composi¢cdo uma enorme diversidade de compostos quimicos
com inumeras atividades bioldgicas, tornando importante a sua identificagdo. Esse
estudo seria realizado no ambito de uma parceria com a Faculdade de Ciéncias de
Lisboa, e teria a importancia de identificar quais os compostos, a sua concentragao e
possiveis efeitos entre eles.

Como consideragdes futuras é ainda importante sugerir: (1) Efetuar recolha de
amostras de Arbutus unedo e de Corema album em diversos pontos geograficos; (2)
Caracterizar quimicamente os extratos sujeitos a liofilizagdo e os ndo sujeitos a
liofilizacdo obtidos dos diferentes pontos geograficos; (3) Comparar a atividade

antimicrobiana dos diversos extratos obtidos.
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4.3 Avaliacao da capacidade de formagao de biofilme

As doencgas veiculadas por alimentos abrangem uma ampla gama de agentes,
que em alguma etapa do processo contaminaram os alimentos ou a agua (Srey et al.
2013). De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, as doencgas transmitidas por
alimentos sao consideradas um problema emergente de saude publica (Srey et al.
2013). Alguns destes surtos estao associados a biofilmes (Srey et al. 2013), sendo estas
estruturas reconhecidas como fonte de contaminagdo em ambientes de processamento
alimentar. Os biofimes tém a capacidade de resistir a agressdes externas,
designadamente desinfetantes, representando um sério problema nesta industria (Srey
et al. 2013).

O ensaio para avaliagdo da capacidade de formacgao de biofilmes foi realizado
em microplacas de 96 pogos, em que o biofilme foi quantificado através da técnica
colorimétrica — Cristal violeta, que vai corar a biomassa presente, ndo fornecendo
informagéao sobre o numero de células viaveis (Lin et al. 2017).

Este ensaio teve como objetivo avaliar a capacidade de formagao de biofiime
perante dois fatores: temperatura, 10 e 37 °C e tempo de incubacao, 24, 48 e 72h, de
modo a inferir acerca da dindmica de formacao de biofilme das estirpes em analise. A
quantificagao de biofilme foi realizada a cada 24 horas, através da leitura da densidade
Gtica (absorvancia).

Na industria alimentar as temperaturas podem variar bastante. -18 °C para
produtos congelados, até temperaturas acima de 100 °C para a esterilizagao. A
temperatura de 10 °C foi escolhida para os ensaios, uma vez que esta relacionada com
as condicoes existentes na industria alimentar, onde a cadeia de frio & indispensavel e
nado pode ser quebrada seja na laboragido, no transporte ou no armazenamento. A
temperatura de 37 °C foi incluida por representar a temperatura corporal normal e
temperatura 6tima de multiplicacdo para os microrganismos patogénicos humanos.

Para a classificagdo das bactérias relativamente a sua capacidade de formacao
de biofilme, aplicou-se a féormula descrita anteriormente no ponto 3.3.2., sendo BFI
(Biofilm formation index) uma correlagéo entre a biomassa bacteriana e a produgéo de
biofilme, constituindo um indicador de maior ou menor producido de biofiime. Para o
calculo de BFI, calculou-se a média dos trés ensaios e das duas réplicas para cada
microrganismo a avaliar, e para cada condi¢ao testada. A este valor subtraiu-se a média
dos controlos de esterilidade, para a condi¢cao a avaliar. Para o calculo do denominador,
efetuaram-se os mesmos calculos dos referidos anteriormente, mas para leituras
efetuadas a 620 nm.

Assim, a capacidade de formar biofilmes foi avaliada para os 9 isolados e

expressa como BFI, com base nos critérios propostos por Lucero-Mejia et al. (2020). A
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Tabela 5, apresenta as respetivas classificagbes de acordo com a temperatura de

incubacgéo.

Tabela 5 — Classificagdo de acordo com o valor de BFI da capacidade de formagao de

biofilme das bactérias testadas.

Microrganismos BFla10°C  Classificaggo BFla37°C  Classificacdo
@ | A. hydrophila (A259) 0 N&o produtora 0,06 N&o produtora
=
*g E. coli (ATCC 25922) 0,09 N&o produtora 0,03 N&o produtora
2 [ P. aeruginosa (ATCC -
[
£ |15442) 1,28 Forte produtora 0,17 Nao produtora
(] .
0] S. enterica (CECT 0,13 Nao produtora 0,12 Nao produtora

4300)

B. cereus 0,12 N&o produtora 1,35 Forte produtora
§ E. faecalis (V583) 0,04 Nao produtora 0,06 Nao produtora
2 | L monocytogenes =
S (CECT 911) 0,03 N&o produtora 1,12 Forte produtora
€ | L. monocytogenes ~
g (CECT 934) 0,17 N&o produtora 1,29 Forte produtora

S. aureus (ATCC = ~

25923) 0,04 N&o produtora 0,17 Nao produtora

Escala: BFI < 0,35 bactéria ndo produtora de biofilme; BFI entre 0,35 e 0,69 bactéria fraca
produtora de biofilme; BFI entre 0,70 e 1,09 bactéria moderada na produgéo de biofilme; BFI > 1,10 bactéria

forte produtora de biofilme.

Apo6s 72 horas de incubagao, a 10 °C, 88,88% (8) dos isolados testados foram
considerados como ndo produtores de biofilmes, existindo apenas 11,11% (1) fortes
produtores de biofiime. A 37 °C, 66,66% (6) dos isolados continuaram com a
classificagéo néo produtores de biofilme, e 33,33% (3) foram classificados como fortes
produtores de biofilmes (Tabela 5). De modo geral, e principalmente as bactérias Gram
positivas aumentaram a capacidade de formar biofilme com o aumento da temperatura,
0 que coincide com Tilahun et al. (2016), que indica que a temperatura 6tima de um
microrganismo, neste caso 37 °C, estd associada a um aumento da ingestédo de
nutrientes, resultando na multiplicagcdo das populagbes e na formacdo rapida de
biofilme.

Iniciando a analise mais detalhada, pelas bactérias Gram negativas, a Unica que
demonstrou capacidade para formar biofilme, foi P. aeruginosa. Esta bactéria apresenta
capacidade de formar biofilme a 10 °C, no entanto a 37°C a sua capacidade de formar
biofilme diminuiu. Kim et al. (2020) indica que a formacao de biofilme por P. aeruginosa
aumenta a temperatura inferior a 25 °C. Neste estudo foi testada a capacidade de

formacgao de biofilme por P. aeruginosa entre os 20 °C e os 37 °C, concluindo que a
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biomassa total aumentou a 20 °C em comparagdo com as restantes temperaturas
testadas. Acima de 25 °C, a producao de biofilme volta a aumentar, a um ritmo lento,
formando biofilmes pouco estruturados, demonstrando que tanto a quantidade como a
estrutura do biofilme sao afetados pela temperatura. A conclusao anteriormente descrita
difere em parte dos resultados obtidos no presente estudo, uma vez que a 37 °C nao se
detetou formacao de biofilme, no entanto com a diminui¢do da temperatura a producao
de biofilme por P. aeruginosa aumentou. Uma vez que a 37 °C nao existiu producao de
biofilme, esta condi¢do podera resultar do esgotamento de nutrientes disponiveis no
meio de cultura, ou a utilizagdo da matriz como recurso alternativo para a obtengéo de
nutrientes para sobrevivéncia, reduzindo a matriz corada e consequentemente
diminuindo o valor da absorvancia obtido. Outra possibilidade para a discrepancia de
resultados é o facto de Castro et al. (2021), indicarem que entre 35 a 37° C num periodo
de aproximadamente 3 h, é possivel a adesao e formacgao de biofilme. Uma vez que o
ensaio decorreu por um periodo de 72 horas, permitindo a adesao e dispersao de
diversos ciclos de formacao de biofilme que no decorrer do procedimento de coloragao,
principalmente no momento da lavagem da microplaca, grande parte da matriz ter-se-a
perdido, diminuindo o valor da absorvancia.

De acordo com os valores obtidos para o indicador BFI, A. hydrophila; E. coli; S.
enterica, ndo demonstraram capacidade de formacgdo de biofilme a qualquer uma das
temperaturas em estudo. De acordo com os estudos efetuados por Mizan et al., (2018),
a producédo de biofilme pelos isolados de A. hydrophila apresentou um aumento
significativo a temperaturas entre 20 a 25 °C, diminuindo acima de 25 °C (30, 35 e 37
°C) e abaixo de 20 °C. Ja o estudo publicado por Nagar et al., (2017) indica que a maioria
dos isolados de A. hydrophila, apresentaram capacidade de formacao de biofilme a 10
°C e a 37 °C. Estes autores referem ainda que a temperatura ideal para a multiplicacao
bacteriana (28 °C) pode nao ser ideal para a adesao celular uma vez que a temperatura
afeta as propriedades das bactérias, alterando a sua capacidade de aderir as

superficies. Os resultados descritos sdo contrarios aos resultados obtidos.

Ma et al., (2019) compararam a formacéo de biofiime de varias estirpes de E.
colia 13 e 22 °C, indicando que a 13 °C as estirpes de E. coli reduziram drasticamente
a formacgao de biofilme comparativamente a 22 °C. A fraca formagéao de biofilme a 13 °C
podera estra relacionada com o lento crescimento das bactérias a baixas temperaturas
resultando em fracos biofilmes, ou pelo facto de a producao das fimbrias de E. coli estar
dependente da temperatura, ndo existindo a producao destes filamentos a baixas
temperaturas, dificultando a aderéncia das bactérias as superficies. Também Nesse et

al., (2014) descrevem que os isolados de E. coli demonstraram capacidade de produzir
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biofiime a 12, 20 e 37 °C, nao coincidindo assim os resultados publicados com os

resultados obtidos neste estudo.

Os resultados apresentados por Roy et al.,, (2021) sobre a capacidade de
formacgao de biofilme de S. enterica a 4, 10, 25, 37 e 42 °C, indica que nao houve
formagao de biofilme a temperaturas mais baixas (4 e 10 °C), sugerindo que o intervalo
de temperatura em que se forma biofilme é 25 a 42 °C. Os resultados descritos no
referido estudo coincidem com os obtidos neste estudo para a temperatura mais baixa,

no entanto para 37 °C, os resultados diferem.

No grupo das Gram positivas, E. faecalis, foi classificada como nao produtora,
uma vez que nao conseguiu produzir biofilme, independentemente da temperatura. De
acordo com os autores Chajecka-Wierzchowska et al. (2016) que estudaram a
capacidade de formacdo de biofilmes de isolados de E. faecalis, os dados obtidos
indicaram que nenhum dos isolados apresentou forte capacidade de formar biofilme,
apenas dois isolados apresentaram capacidade moderada de producao de biofilme e
treze isolados apresentaram fraca capacidade de produzir biofiime a 37 °C com um
periodo de incubagdo de 24 h. Os resultados destes autores sdo semelhantes aos
resultados obtidos a 37 °C no presente estudo. No trabalho desenvolvido por Marinho
et al. (2013) em que 65 isolados de Enterococcus resistentes a antibiéticos foram
sujeitos a quatro temperaturas diferentes (10 °C, 28 °C, 37 °C e 45 °C) por um periodo
de incubacao de 18 h, 80% dos isolados nao apresentaram capacidade de formar
biofilme, restando apenas 20% que demonstraram capacidade de formar biofilme a 10
°C, sendo classificados como fracos produtores de biofilmes. A 37 °C, a temperatura
ideal para Enterococcus, 50,8% dos isolados apresentaram capacidade de formar
biofilme, sendo estes isolados classificados como fracos produtores, 26,2% como
isolados de producdo moderada e 12,3% como fortes produtores de biofilme. 20,8 %
nao apresentam capacidade de formar biofilme (Marinho et al. 2013). Os resultados
obtidos aproximam-se dos resultados descritos nos dois estudos anteriormente
referidos, uma vez que em ambos os artigos ou ndo existiu producao ou os isolados
foram maioritariamente classificados como fracos produtores de biofilme.

O mesmo ocorreu com S. aureus, embora a 37 °C o valor de BFI seja
ligeiramente superior, manteve-se a classificagdo de nao produtora tanto a 10 como a
37 °C. Chen et al. (2020) testou a capacidade de formagao de biofilmes de 97 isolados
de S. aureus, em que apenas 70 produziram biofilme. Destes 70 isolados, 55 % foram
classificados como fracos produtores de biofilmes a 37 °C, 14 % foram classificados
como moderados produtores de biofilmes e 3 % como fortes produtores de biofilmes, ou

seja, na sua maioria os isolados ndo demonstraram capacidade de produzir biofilme a
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37 °C. A descrigao efetuada por Thiran et al. (2018) também para uma temperatura de
37 °C descrevem que 54 % dos isolados ndo demonstraram capacidade de formar
biofilme e 46 % demonstraram fraca capacidade de formar biofilme, coincidindo com os
resultados descritos neste trabalho a 37 °C. Informag¢des contrarias podem ser
encontradas nos diversos artigos publicados. Esta discrepancia pode estar relacionada
com as condi¢cdes experimentais utilizadas pelos diversos grupos de investigacdo. No
trabalho de investigagdao de Di Ciccio et al. (2015) que foram utilizados 67 isolados
incubados a 12 e 37 °C durante 72 horas, os resultados descrevem uma maior
capacidade de formacao de biofilme a 37 °C comparativamente aos resultados obtidos
a 12 °C, embora neste estudo ndo tenham classificado os isolados com escala
semelhante a utilizada, houve producdo de biofilme, situacdo que nao ocorreu no
presente estudo. De Souza et al. (2014) também refere uma maior formagao de biofilme
a 28 °C comparativamente a 7 °C, para S. aureus.

B. cereus a 10 °C, ndao demonstrou capacidade de produzir biofiime, mas a 37
°C foi classificado como forte produtor de biofilme. Wijman et al. (2007), descreve que
apenas algumas estirpes desta espécie demonstram capacidade de formar biofilme em
microplacas de poliestireno. Os autores Wijman et al. (2007), descrevem a capacidade
de um isolado de B. cereus para formar biofilme a 37 °C, o que corresponde ao resultado
obtido no presente estudo. Os resultados apresentados por Park et al. (2020), vém
reforgar os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que os autores referem que
o crescimento da maioria dos isolados de B. cereus é geralmente inibido quando a
temperatura esta abaixo de 10 °C e é classificado como forte produtor de biofilme a 30
°C. Independentemente da classificagdo dada a B. cereus na sua produgao de biofilme
a baixas temperaturas, Kumari and Sarkar (2014) descrevem a formacao de biofilme por
B. cereus num tanque de armazenamento de leite pasteurizado a 4 °C.

A ultima bactéria em analise no grupo das Gram positivas é L. monocytogenes,
que aumentou a classificacdo enquanto formadora de biofilme, o que era expetavel, uma
vez que aumentamos a temperatura para a sua temperatura 6tima de multiplicacéo.
Segundo os resultados apresentados por Di Bonaventura et al. (2008) L.
monocytogenes € capaz de aderir e formar biofimes em poliestireno,
independentemente da temperatura testada (4, 12, 22 e 37 °C), apresentando uma
maior produgao de biofiimes a 37 °C, o que vem confirmar os resultados obtidos.
Resultados semelhantes foram publicados por Tomicic et al. (2016).

Uma vez que entre as Gram positivas analisadas estao incluidas duas estirpes
de Listeria monocytogenes, optamos por fazer uma analise mais detalhada ao seu

comportamento as duas temperaturas em estudo.
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Figura 14- Comparagao entre a formagao de biofilme de L. monocytogenes a 10 e a 37 °C.

(Para a elaboragao dos graficos, recorreu-se ao software livre R (R version 4.0.3))

Os graficos apresentados na Figura 14, mostram o comportamento de L.
monocytogenes pertencentes a dois serétipos diferentes, quando comparadas
reparamos que, embora da mesma espécie, tém dindmicas de producgio de biofilme
diferentes, a 10 °C e a 37 °C. Os trabalhos de investigagcao que tentaram encontrar uma
correlagao entre os serotipos de L. monocytogenes e a sua capacidade de formacao de
biofiilme ndo conseguiram demonstrar qualquer correlagéo, existindo até resultados
contraditorios ou inconclusivos (Borucki et al. 2003). Doijad et al. (2015) também nao
observaram qualquer relagdo entre os serétipos e a capacidade de formacdo de
biofilme, afirmando os autores que dos 98 serotipos diferentes testados, nenhum foi
predominante para a capacidade de formagao de biofilme.

Em relacao a capacidade de produgao de biofilme a duas temperaturas distintas,
a 10 °C independentemente do serétipo, a classificagao foi de ndo produtora e a 37 °C
a classificagéo foi de forte produtora. Doijad et al. (2015) testou 98 isolados a 37 °C

durante 24 h, 62 (63,26%) isolados foram classificados como fracos formadores de
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biofilme ou ndo formadores, 27 (27,55%) moderados formadores de biofilme e 9 (9,18%)
eram fortes formadores de biofiime.

Através da observagao da Figura 14, é também possivel percecionar que a L.
monocytogenes (CECT 934) a 10 °C, consegue crescer e formar mais biofilme
comparativamente com L. monocytogenes (CECT 911). Pela analise grafica, L.
monocytogenes (CECT 934), esta estirpe a 10 °C inicia a fase de dispersao as 24 h,
enquanto L. monocytogenes (CECT 911), inicia as 48 h, ou seja, a 10 °C podemos
observar o inicio e fim de um ciclo de formacéao de biofilme, situagdo que n&o ocorre a
37 °C, em que para ambas as estirpes, o biofilme formado, manteve-se nas fases de
crescimento e maturagdo, nao chegando a fase de dispersdao. Mesmo a temperatura
otima de multiplicagéo, € possivel observar esta diferenga entre as estirpes na dinamica
de formacgao de biofilmes, em que a estirpe L. monocytogenes (CECT 934) formou mais
biofilme (Figura 14).

Comparando com isolados de outos géneros bacterianos, na Figura 15, é
possivel verificar que a 10 °C, L. monocytogenes (CECT 934) apresenta valores de
absorvancia superior, comparativamente a B. cereus.

L. monocytogenes (GECT 9.34) B. cereus
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Figura 15 - Grafico de formacgao de biofilme de L. monocytogenes e B. cereus a 10 °C.

(Para a elaboragao dos graficos, recorreu-se ao software livre R (R version 4.0.3))

A 10 °C L. monocytogenes (CECT 934), consegue multiplicar-se, uma vez que é
classificada como psicrotréfila devido a sua capacidade de sobreviver em ambientes
com temperaturas entre 0 a 50 °C (Mazaheri et al. 2021), sendo possivel que consiga a
esta temperatura concluir e iniciar ciclos de formacgao de biofilme. Esta capacidade de
multiplicagc&o, contribui para a persisténcia de L. monocytogenes em ambientes de
processamento alimentar, o que representa um perigo permanente de contaminacao
dos géneros alimenticios (Mazaheri et al. 2021), estando associada a diversos surtos

em alimentos (Matle et al. 2020).
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A 37 °C, temperatura 6tima de multiplicacdo de B. cereus este apresenta um
comportamento semelhante ao descrito no grafico anterior (Figura 16). Em
concordancia com algumas estirpes de B. cereus que conseguem formar biofiime entre
24 a 48 h, a 30 °C, em que a sua dispersao pode ocorrer nas 24 ou 48 h seguintes, que
também coincide com a informacao descrita, em que a partir das 24 - 48 h indicadas no

grafico iniciou-se um novo ciclo de formacao de biofilme (Wijman et al. 2007).

L. monocytogenes (CECT 934} B. cereus

@ s
£ g Tl
E" 2 !
(=) bd $
n @ [ Y
g 6 +— 4§
< = & o |
o 3] [
5 ‘g '
§ = :
e 8 i
B <
<L

= &

= =

Figura 16 - Grafico de formacgao de biofilme de L. monocytogenes e B. cereus a 37 °C.
(Para a elaboragao dos graficos, recorreu-se ao software livre R (R version 4.0.3))

L. monocytogenes (CECT 934), também esta na sua temperatura 6tima de
multiplicagcao (37 °C), no entanto manteve valores de absorvancia constantes ao longo
de todo o ensaio, o que pode indiciar, de acordo com analise grafica descrita por
(Lucero-Mejia et al. 2020) que esta bactéria formou o biofilme que se manteve durante
0 ensaio, possivelmente ndo chegando a fase de dispersao, que graficamente
corresponderia a uma diminui¢do dos valores de absorvancia.

Nos ensaios em que se pretende estudar a formacédo de biofilmes, um dos
principais obstaculos na quantificagado é o facto de o seu desenvolvimento consistir num
processo com inumeras variaveis (meio de cultura, temperatura, tempo de incubacgao,
material utilizado no desenvolvimento de biofilme) (Roberto et al. 2020). A produgéo
pode assumir infinitas diregdes, raramente resultando em copias exatas, mesmo que as
condigdes experimentais sejam mantidas (Heydorn et al. 2000), o que pode explicar a
discrepancia apresentada em alguns dos casos descritos.

Adicionalmente, os resultados acima expostos, relativos a capacidade de
producao de biofilme a duas temperaturas, serviram de base para a selegcao de duas
bactérias, uma Gram negativa e uma Gram positiva, para os ensaios subsequentes. A
escolha destes dois microrganismos (L. monocytogenes e P. aeruginosa) foi
fundamentada pela maior capacidade de formagédo de biofilme nos dois grupos

bacterianos. Para além da analise grafica, também foi considerado o facto de o nimero
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de casos de listeriose ter aumento desde o inicio da vigilancia em 2008, estabilizando
em 2017 (EFSA 2018).

4.4 Determinacgao das CMI e CMB — Método da microdilui¢ao

O método da microdilui¢cdo (utilizando microplacas de 96 pogos) € um método
quantitativo, simples, muito utilizado pela sua eficiéncia e que permite utilizar volumes
reduzidos. Este teste permite quantificar a suscetibilidade microbiana a diferentes
compostos. Sdo preparadas diluicdes seriadas do extrato, onde posteriormente é
adicionado o in6culo (Balouiri et al. 2016). Neste método é possivel efetuar combinagdes
microbianas e/ou misturas de extratos (Klan¢nik et al. 2010).

Este ensaio teve como objetivo determinar a concentracdo minima inibitoria
(CMI) e a concentragdo minima bactericida (CMB). CMI considera-se como a menor
concentragcdo de extrato com capacidade de inibir a multiplicagdo de microrganismos,
correspondendo ao efeito bacteriostatico. Esta concentracdo € determinada pela
observacao direta da microplaca, identificando o pogo em que nao se observa turvacao.
CMB, consiste na menor concentracdo de extrato que reduz a multiplicagao de
microrganismos em 99.9 %, eliminando assim, quase na totalidade a populagcéo
bacteriana. Esta concentracao é determinada pela observacao de crescimento em
placas de meio sélido (descrigdo no material e métodos). Este critério correspondera ao
efeito bactericida (Clinical and Laboratory Standards Institute 2012).

Para o presente ensaio além das culturas puras foram utilizadas culturas mistas,
que pretendem reproduzir o ambiente de processamento de alimentos, dado que os
biofimes formados em ambiente fabril sdo geralmente constituidos por varios
microrganismos (Bridier et al. 2015). Nestes ensaios (realizados a duas temperaturas)
utilizaram-se L. monocytogenes (CECT 934) e P. aeruginosa, em cultura pura, € a
cultura mista formada por ambas.

De acordo com as publicacdes e definigbes de CMI e CMB, a concentracao é
geralmente expressa em mg/mL ou mg/L. No presente estudo nao foi possivel
apresentar a concentragdo desta forma, uma vez a ressuspensdo dos extratos em
DMSO foi eliminada do protocolo (devido aos problemas de perda de efeito inibitorio
apos liofilizagao), impedindo o calculo da concentracao dos extratos em analise. Assim,
de acordo com o descrito pelos autores Sa et al. (2011), que utilizaram como unidade
de referéncia para a CMI o volume de bacteriocina utilizado, serdo apresentados os
volumes de extrato utilizado.

Tal como referido anteriormente, € importante relembrar que o efeito
antimicrobiano que se pretende analisar com a determinagédo das CMI| e CMB, pode ser

afetado pela espécie e estirpe do microrganismo, método de extragcao, material vegetal
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utilizado, volume do inéculo, fase de crescimento do microrganismo, meio de cultura
utilizado, pH, tempo e temperatura de incubacao (Burt 2004). A natureza antimicrobiana
dos compostos bioativos € determinada pelas suas propriedades quimicas, como a
hidrofobicidade, solubilidade e volatilidade (Negi 2012).

No presente estudo, os extratos obtidos de Corema album demonstraram efeito
inibitério sobre L. monocytogenes (CECT 934). Para P. aeruginosa e para a cultura
mista, os extratos ndo demonstraram qualquer efeito, bactericida ou bacteriostatico a
nenhuma das duas temperaturas testadas. Das bactérias Gram negativas P.
aeruginosa, parece ser pouco sensivel a acdo de compostos bioativos (Burt 2004),
caracteristica que se confirmou apds realizagédo do presente ensaio.

Relativamente aos extratos obtidos a partir de Arbutus unedo, nao foi possivel
determinar a CMI devido a alteracao de cor dos mesmos, que impediu a determinagao
visual da presenca/auséncia de turbidez, associada a multiplicagdo microbiana.

Quanto a CMB, observou-se sempre multiplicagdo microbiana nas placas de BHI
solido. De acordo com Nunes (2017) os extratos de folhas de medronheiro, recolhidos
em Lagos, ndo demonstraram qualquer inibicdo bacteriana, nomeadamente, L.
monocytogenes (CECT 934) e P. aeruginosa, embora o processo de extracéo utilizado
no referido trabalho, tenho sido diferente do descrito neste trabalho.

Relativamente aos extratos obtidos a partir de Corema album, apds incubagao
das microplacas, foi necessario observar atentamente os pogos para determinar a CMI,
€ quais os pocos escolhidos para a determinagao da CMB. A Figura 17 apresenta um
exemplo de uma microplaca apés a incubacgédo a 10°C, em que é possivel observar o

precipitado formado durante a incubacao e como é determinada a CMI.

Precipitado formado pelo
extrato apds incubacdo a
10°C ou 37°C

Figura 17 - Microplaca para determinagido de CMB e CMI, para o extrato de folha de
camarinha agua:etanol, a 10 °C (exemplo).
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Na Figura 18 é possivel observar a determinacdo da CMB. Nesta placa de BHI
solido é possivel observar quais os pogos em que o extrato eliminou a bactéria a estudar,

sendo que o pogo em que a concentragao de extrato € menor determina a CMB.

Figura 18 - Placa de BHI sélido, em que se determina a CMB, para o extrato de folha de
camarinha agua:etanol, a 10 °C (exemplo).

Os volumes do extrato obtido de folhas de C. album, utilizados para a
determinacgao de CMI e CMB (10 °C e 37 °C), estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Média e desvio-padrdo do volume de extrato de folha de camarinheira (ul)
necessario para atingir a CMI e CMB sobre L. monocytogenes (CECT 934).

Extrato agua:acetona agua:etanol agua:metanol

Temperatura 10°C 37°C 10°C 37°C 10°C 37°C
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
469 31,3 547 7,82 469 188 125 188 7,82 37,5 9,38 18,8

Desviopadrao 0 8,84 320 242 0 0 484 0 242 O 0 0

Apods analise da Tabela 6, é possivel observar que existem diferencas entre as
duas temperaturas testadas. De acordo com Michel & Blanc (2001), “alteracbées na
estrutura da membrana e da parede celular decorrentes do aumento da temperatura
podem ter consequéncias na suscetibilidade de muitas bactérias aos compostos
quimicos”. Este facto podera estar relacionado com a temperatura influenciar a fluidez
da parede celular. A 37 °C a parede celular esta mais fluida permitindo mais facilmente
a passagem dos compostos bioativos, enquanto a 10 °C a fluidez da parede celular
diminui, ndo permitindo a passagem dos compostos bioativos. Tal como indicado, a

temperatura influencia a cinética de difusao, a taxa de multiplicacao, as propriedades da
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parede celular e a atividade enzimatica (Michel & Blanc 2001). Assim, 37 °C devera
corresponder a temperatura em que o volume de extrato sera menor para o efeito
pretendido, principio que foi possivel verificar na determinacao da CMB.

Para o efeito bacteriostatico (CMI) é necessario um volume maior, a 37 °C
comparativamente ao volume necessario a 10 °C para inibir L. monocytogenes (CECT
934) em qualquer um dos extratos utilizados. A 37 °C é possivel que alguns compostos
volateis evaporem, sendo necessario uma maior quantidade de extrato para 0 mesmo
efeito, pode ainda acontecer que as enzimas degradem mais rapidamente os compostos
bioativos, visto que corresponde a temperatura 6tima de multiplicagdo do microrganismo
em estudo. A 10 °C, os extratos mais eficazes no efeito bacteriostatico foram os extratos
agua:acetona e agua:etanol com o mesmo volume de 4,69 ul, ficando por ultimo o
extrato agua:metanol com um volume 7,82 pl. Para a temperatura de 37 °C, o extrato
mais eficaz foi agua:acetona com um volume de 5,47 pl, seguido do extrato
agua:metanol com 9,38 pl e por fim o extrato agua:etanol com o volume de 12,50 pl. Em
qualquer uma das temperaturas e para a determinagcdo da concentragdo minima
inibitoria (CMI), o extrato mais eficaz foi agua:acetona.

No efeito bactericida (CMB) foi necessario um volume maior a 10 °C, do que a
37 °C para que a morte celular ocorra. Esta condigdo verificou-se para o extrato
agua:acetona e agua:metanol. Para o extrato agua:etanol o volume foi idéntico para as
duas temperaturas. A 10 °C a parede celular estd menos permeavel, motivo pelo qual é
necessario um volume maior, para que ocorra a morte celular. A 37 °C, o extrato mais
eficaz foi o extrato agua:acetona, com um volume de 7,82 ul, seguido pelos extratos
agua:etanol e agua:metanol com um volume 18,75 ul. Para a temperatura de 10 °C, o
extrato mais eficaz foi o extrato agua:etanol com um volume de 18,75 pl, seguido do
extrato agua:acetona com um volume de 31,25 ul e por ultimo o extrato agua:metanol
com o volume de 37,50 pl. O extrato de agua:acetona volta a surgir como um dos mais
eficazes.

De um modo geral, o volume necessario para o efeito bactericida € superior ao
volume necessario para o efeito bacteriostatico, para as duas temperaturas testadas, o
que é compreensivel, visto que o volume para a morte bacteriana devera ser maior,
comparativamente ao volume qua causara apenas inibicado da multiplicagéo.

Pela analise de dados na Tabela 6, existem diferencas nos extratos finais uma
vez que existem varia¢des entre os volumes bactericidas para cada uma das solug¢des
de extracao utilizadas. A mesma situagdo ocorre para o efeito bacteriostatico. O que
parece indicar que, para cada solvente utilizado, podem ter sido extraidos compostos

bioativos distintos.
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4.5 Determinagao da CMEB - método da microdilui¢ao

As infe¢cdes bacterianas e a deterioracdo dos alimentos tém na maioria das
vezes, origem nos biofilmes. Os biofilmes constituem um dos maiores problemas na
industria alimentar. Para a erradicacao de biofilme pode ser necessaria uma
concentracao até 1000 vezes superior do agente antimicrobiano, comparativamente a
concentracao utilizada para eliminar as mesmas bactérias em estado plancténico. Toda
esta resisténcia a fatores externos, esta associada a produgdo da matriz EPS pelas
bactérias formadoras do biofilme. Esta matriz confere resisténcia as agressodes
externas, impedindo a penetragdo dos agentes antimicrobianos, tornando assim dificil a
sua erradicagao, sendo a prevengao da formagao de biofiimes a melhor estratégia
(Gérniak et al. 2019).

Os biofilmes sdo normalmente constituidos por multiplas espécies, e ndo apenas
por uma. Podem ser encontrados na natureza, em dispositivos médicos e nas industrias
alimentares. Nos biofilmes constituidos por varias espécies, as bactérias podem trocar
material genético entre si, aumentando a estabilidade do biofime e tornando a
erradicacao mais dificil (Simdes et al. 2013).

Para a realizagao deste ensaio foi utilizada a técnica Calgary Biofilm Device, com
algumas adaptagdes, de modo a determinar se os extratos apresentavam a capacidade
de erradicar o biofilme de P. aeruginosa, L. monocytogenes (CECT 934) e da cultura
mista. De acordo com a técnica (detalhes descritos no material e métodos), prepararam-
se as microplacas em que se produziram os biofilmes nos espigdes, mergulhando-os no
extrato a diferentes concentracbes, com o objetivo de verificar se o extrato tinha a
capacidade de erradicar o biofilme ja formado. Apds contacto entre o biofilme e o extrato,
os espigdes voltaram a ser mergulhados em microplacas de 96 pogos com BHI liquido
e foram novamente incubadas. Apds incubacéo, retirou-se uma aliquota do meio de
cultura liquido e inoculou-se em placas de BHI sdlido, de modo a verificar se existia (ou
nao) multiplicagdo microbiana.

Nesta fase do trabalho, apenas o extrato de folha de camarinha em agua:metanol
foi testado, pois era o Unico em stock.

Os resultados obtidos para as temperaturas de incubagdo de 10 e 37 °C,
demonstraram que o extrato de folha de camarinha agua:metanol nao erradicou o
biofilme formado por L. monocytogenes (CECT 934), P. aeruginosa ou a cultura mista,
para nenhum dos volumes de extrato testados (150 pl a 9,38 pl). Tanto a 10 °C, com um
periodo de incubacao de 48 h, como para 37 °C com um periodo de incubacéao de 24 h,
qualquer um dos microrganismos em estudo ultrapassou a fase de maior
vulnerabilidade, ou seja, a fase de adesao reversivel, ja estando numa fase de

maturacgao e consolidacao do biofilme. L. monocytogenes em 24 h a 37 °C, consegue
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produzir biofilme (Doijad et al. 2015), enquanto a 10 °C, precisa de 48 h, de acordo com
a analise grafica referida no ponto anterior.

Assim, de modo a eliminar o biofilme existente, seria necessaria a utilizagao de
uma concentragao superior, uma vez que na placa de BHI sdlido observou-se sempre
multiplicacado bacteriana (CMEB). Assim, considerando os resultados obtidos, a melhor
estratégia seria concentrar o extrato por liofilizagdo. Essa possibilidade nao foi
explorada, devido aos problemas anteriormente relatados, associados a este processo.

Em conclusdo, para que a utilizacdo de extratos de Arbutus unedo e Corema
album na industria alimentar ou noutras industrias seja uma realidade, € necessario
avancar no estudo da espécie, e das caracteristicas quimicas dos seus metabdlitos

secundarios.

5. Conclusao

Na generalidade, consideramos que o trabalho desenvolvido atingiu os objetivos
inicialmente propostos, apesar das dificuldades encontradas, uma vez que a abordagem
desenvolvida contribuiu significativamente para a aquisi¢do de conhecimentos.

O presente estudo teve como principal objetivo a extragdo de compostos
bioativos de Arbutus unedo e Corema album e a avaliagao da atividade antimicrobiana
dos extratos obtidos sobre bactérias patogénicas, deteriorativas e tecnoldgicas,
associadas a industria alimentar. O efeito antimicrobiano dos extratos foi avaliado sobre
células bacterianas na sua forma planctonica e de biofilme, avaliando também o seu
efeito sobre culturas puras e mistas.

- Iniciou-se o0 estudo pela extracdo e isolamento de compostos bioativos das duas
espécies em analise, Arbutus unedo e Corema album, recorrendo a diversos 6rgaos da
planta e diferentes solventes. O processo de extracao foi otimizado ao longo do presente
trabalho, de modo a adequar o processo extrativo aos tecidos em estudo. Nesta etapa
concluiu-se que nao existe um processo padrao de extracio, e que qualquer passo ao
longo da extragao devera ser testado antes da definigdo do procedimento final. A agéo
antimicrobiana observada devera ser resultado dos compostos quimicos presentes e
nao do efeito do pH, uma vez que o valor obtido para os extratos estava préoximo da
neutralidade.

- A avaliacdo da capacidade de formacgéao de biofilme em microplacas de poliestireno foi
analisada para duas temperaturas de incubacdo, 10 e 37 °C. Considerando que a
temperatura € um dos fatores mais importante para o desenvolvimento microbiano, os
resultados demonstraram que, para a maioria dos isolados, o aumento da temperatura
nao promoveu um aumento da producao de biofilme. Esta premissa apenas se verificou

para os dois serotipos de Listeria monocytogenes. Pseudomonas aeruginosa
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demonstrou comportamento contrario ao esperado. Os restantes isolados,
independentemente da temperatura, ndo demonstraram capacidade de produzir
biofilme, nas condi¢gdes em analise.

- No screening inicial, recorrendo ao método de difusdo em agar, apenas os extratos
obtidos a partir das folhas e utilizando misturas de extragcédo, para as duas espécies
vegetais, apresentaram inibicdo sobre os microrganismos testados. Para os extratos de
Arbutus unedo, as bactérias Gram negativas apresentaram maior suscetibilidade,
quando comparadas as Gram positivas. No grupo das Gram negativas a que
demonstrou maior suscetibilidade foi P. aeruginosa, para o grupo das Gram positivas,
as bactérias mais suscetiveis foram L. monocytogenes (CECT 911) e B. cereus. Para
os extratos de Corema album, as bactérias Gram positivas apresentam maior
suscetibilidade comparativamente as Gram negativas, sendo nas Gram negativas A.
hydrophila, a bactéria mais suscetivel, e no grupo das Gram positivas E. faecalis e L.
monocytogenes (CECT 911). Os resultados obtidos neste estudo, e de acordo com os
diversos autores anteriormente citados, pode ser o resultado da variabilidade genética
existente em Arbutus unedo, e da influéncia do meio ambiente. Foi ainda possivel
concluir que o tempo de extragao influencia a dimensao dos halos obtidos, uma vez que
quanto maior o tempo de evaporagao menor a zona de inibigao.

- Os diferentes extratos obtidos a partir da folha de Corema album demonstraram
capacidade bactericida e bacteriostatica sobre L. monocytogenes (CECT 934),
apresentando assim potencial antimicrobiano sobre a sua forma plancténica, nao
apresentando capacidade para inibir P. aeruginosa nem a cultura mista.

- No ensaio para a determinagao da capacidade de erradicagcao de biofilme (CMEB), o
extrato utilizado ndo demonstrou capacidade de erradicar o biofilme existente pelas
culturas puras ou mistas, nas duas temperaturas testadas, sendo necessario a utilizagao
de concentragdes superiores para a sua destruicdo. Este resultado demonstra a
resisténcia acrescida dos biofimes bacterianos a agentes antimicrobianos,
comparativamente as células plancténicas.

De modo geral, consideramos que o presente estudo apresenta uma
possibilidade de utilizacdo de compostos bioativos como agentes antimicrobianos
provenientes de matérias primas vegetais. No entanto, é essencial a continuagao deste
trabalho, no sentido de confirmar e desenvolver novas estratégias antimicrobianas para

a sua utilizagao na industria alimentar.

Perspetivas futuras
A camarinheira € um arbusto pouco estudado, e por este motivo muita

informacao sobre a espécie esta por descobrir, assim como possiveis utilizagdes na
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industria alimentar ou outras. Considerando que cada vez surgem mais microrganismos
com algum tipo de resisténcia aos agentes antimicrobianos usados diariamente, é
urgente a pesquisa de novos compostos que possam ser utilizados como alternativa aos
ja existentes.

E entdo relevante a concretizacdo de mais estudos de modo a identificar os
compostos quimicos presentes em extratos vegetais e eventualmente em Odleos
essenciais, assim como a identificacdo de possiveis quimiétipos, bem como o
mecanismo de acao dos bioativos presentes na camarinheira sobre as bactérias na sua
forma plancténica ou em biofilme, contribuindo tanto para a industria alimentar como
farmacéutica.

A realizagéo de um ensaio “Food model”, de modo a testar a eficacia dos extratos
na preservagao microbioldgica dos géneros alimenticios, devera ser considerado em
estudos futuros. Devido a constrangimentos relacionados com o tempo e o
aparecimento da pandemia, este ensaio ndo se concretizou, estando definida a sua
realizagéo baseada na aplicagéo dos extratos (por pulverizagéo) em frutos vermelhos,

e observagao da multiplicagdo de microrganismos ao longo do tempo.
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