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Resumo  

A crescente preocupação dos consumidores, da indústria alimentar e das autoridades de 

saúde, acerca das doenças transmitidas pelos alimentos e o uso de conservantes alimentares 

tem vindo a aumentar.  

Este trabalho foi desenvolvido no âmbito do projeto CoHeSus (financiado pela FCT) que visa 

identificar, caracterizar e proteger variedades locais de Feijão-frade (Vigna unguiculata), uma 

leguminosa rica em proteína, em macro e micronutrientes e com potencial atividade 

antimicrobiana. Pretendeu-se, assim, estudar as propriedades antimicrobianas de extratos 

hidroalcoólicos de Feijão-frade, sobre bactérias patogénicas de origem alimentar gram-

positivas (Listeria monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella), assim como sobre 

bactérias não patogénicas (Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos filamentosos 

(Penicillium e Aspergillus). Foram utilizados extratos de grão, de vagens e de folhas de cinco 

variedades (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), para a determinação das concentrações mínimas 

inibitórias (MIC) e das concentrações mínimas bactericidas (MBC).  

Os extratos de folhas foram os extratos que apresentaram resultados mais promissores, tendo 

a MIC variado entre 1,1 e 18,1 mg/mL e a MBC entre 1,1 e 9,1 mg/mL. Com os extratos de 

vagem, a MIC variou de 5,1 a 87,7 mg/mL e a MBC de 20,3 a 87,7 mg/mL. Ambos os extratos 

inibiram a atividade das quatro bactérias em teste, sendo que as bactérias gram-positivas 

apresentaram maior suscetibilidade. Já em relação ao grupo das bactérias gram-negativas, a 

bactéria não patogénica E. coli foi a menos suscetível. Relativamente aos fungos, apenas P. 

expansum apresentou inibição. A variedade que apresentou melhor atividade antimicrobiana 

(extratos de folhas e de vagens) foi a variedade 1E (Fradel). Os extratos de grão não 

apresentaram qualquer tipo de atividade antibacteriana nem antifúngica.  

Os resultados aqui apresentados indicam que o Feijão-frade apresenta propriedades 

antimicrobianas. A preservação do grão para fins alimentares e o aproveitamento sustentável 

das vagens e das folhas para extração de compostos que possam ser usados como uma 

alternativa aos conservantes alimentares sintéticos, vem ao encontro dos objetivos de uma 

economia circular, merecendo assim uma investigação mais aprofundada.   

  

 

 

Palavras-Chave: Extratos hidroalcoólicos de Feijão-frade (Vigna unguiculata); Concentração 

Mínima Inibitória (MIC); Concentração Mínima Bactericida (MBC); Bactérias patogénicas de 

origem alimentar; Penicillium expansum. 
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Abstract 

The growing concern of consumers, food industry and health authorities about foodborne 

diseases and the use of food preservatives has been increasing. 

This work was developed under the CoHeSus project (funded by FCT) which aims to identify, 

characterize and protect local varieties of cowpea (Vigna unguiculata), a legume rich in protein, 

in macro and micronutrients and with potential antimicrobial activity. It was intended to, 

therefore, study the antimicrobial properties of Cowpea hydroalcoholic extracts on gram-

positive (Listeria monocytogenes) and gram-negative (Salmonella) foodborne pathogenic 

bacteria, as well as on non-pathogenic bacteria (Listeria innocua and Escherichia coli) and 

filamentous fungi (Penicillium and Aspergillus). Grain, pod and leaf extracts of five varieties 

(1E, 3E, 5V, 9L and 13B) were used to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC) 

and minimum bactericidal concentrations (MBC). 

The leaf extracts showed the most promising results, with MIC ranging from 1.1 to 18.1 mg/mL 

and MBC ranging from 1.1 to 9.1 mg/mL. Pod extracts, the MIC ranged from 5.1 to 87.7 mg/mL 

and the MBC from 20.3 to 87.7 mg/mL. Both extracts inhibited the activity of the four bacteria 

under test, with gram-positive bacteria showing greater susceptibility. Regarding the gram-

negative bacteria group, the non-pathogenic bacteria E. coli was the least susceptible. 

Regarding fungi, only P. expansum showed inhibition. The variety that showed the best 

antimicrobial activity (leaf and pod extracts) was variety 1E (Fradel). Grain extracts showed no 

antibacterial or antifungal activity whatsoever.  

The results presented here indicate that Cowpea has antimicrobial properties. The 

preservation of the grain for food purposes and the sustainable exploitation of the pods and 

leaves for the extraction of compounds that can be used as an alternative to synthetic food 

preservatives meets the objectives of a circular economy and thus merits further research. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Cowpea hydroalcoholic extracts (Vigna unguiculata); Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC); Minimum Bactericidal Concentration (MBC); Foodborne pathogenic 

bacteria, Penicillium expansum.  
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I. Enquadramento e Objetivos 

O plano de trabalhos que se segue insere-se numa das tarefas do projeto financiado pela 

Fundação para a Ciência e Tecnologia (FCT), CoHeSus – Estudo da diversidade genética de 

Feijão-frade para uma dieta mais saudável e sustentável – que visa identificar, caracterizar e 

proteger variedades locais de Feijão-frade. O projeto CoHeSus insere-se no panorama atual 

da necessidade de garantir a segurança alimentar (Food Security) para a população global 

crescente, no contexto atual das alterações climáticas (FAO, WFP e IFAD, 2012).  

O Feijão-frade (Vigna unguiculata) é uma leguminosa de grão com um valor importante para 

a alimentação humana e animal, que se desenvolve e é colhido em terrenos marginais 

propícios para a agricultura. Por ter capacidade de fixar o azoto atmosférico, é uma mais-valia 

para a sustentabilidade ambiental. Esta leguminosa apresenta um elevado teor em proteínas, 

aminoácidos essenciais, minerais, vitaminas, fibra e baixo teor em gordura, que lhe conferem 

um papel importante numa alimentação equilibrada (Madodé et al., 2012).  

O uso de Feijão-frade na agricultura tradicional, durante várias gerações de agricultores, 

produziu uma grande quantidade de variedades empiricamente selecionadas (landraces) e 

que, por isso, estão muito bem-adaptadas ao solo e clima das regiões onde são cultivadas. A 

diversidade morfológica e genética destas landraces é grande, daí a necessidade de ser 

estudada e protegida. No projeto CoHeSus já se mostrou que essa diversidade se traduz 

numa diferente capacidade de resposta ao stress hídrico e a uma clara diferença em termos 

de conteúdo fenólico e capacidade anti-inflamatória (resultados ainda não publicados).  

Nos dias de hoje, os consumidores estão cada vez mais conscientes da importância da 

relação entre dieta e saúde, e o número de pessoas que procuram uma dieta saudável, 

variada, equilibrada e sustentável tem vindo a aumentar (Garnett et al., 2014). Tendo sido 

mostrado que o Feijão-frade se destaca de entre as outras leguminosas por ser rico em 

polifenóis e flavonóis, o que se traduz em importantes características antioxidantes. Sugere-

se, também, que o Feijão-frade apresente efeito antimicrobiano (Khalifa et al., 2015; Singh, 

2017). O estudo da ação antimicrobiana dos extratos fenólicos de Feijão-frade irá permitir 

identificar e quantificar extratos fenólicos capazes de eliminar microrganismos patogénicos de 

origem alimentar e fungos contaminantes de alimentos, podendo estes extratos ser 

posteriormente utilizados como conservantes alimentares naturais ou integrando 

desinfetantes de uso alimentar (Gan et al., 2016; Papuc et al., 2017).   

 

Este trabalho tem, assim, como objetivo estudar as propriedades antimicrobianas de extratos 

de Feijão-frade, sobre bactérias patogénicas de origem alimentar gram-positivas (Listeria 
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monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella), assim como bactérias não patogénicas 

(Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos filamentosos (Penicillium e Aspergillus). As 

propriedades antimicrobianas dos extratos serão avaliadas através da determinação das 

concentrações mínimas inibitórias (MIC) e das concentrações mínimas bactericidas (MBC).  
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II. Revisão Bibliográfica 

1. Leguminosas 

As leguminosas, Leguminosae ou Fabaceae, são uma das três maiores famílias de plantas 

angiospérmicas. Estas caracterizam-se por apresentarem flores em forma papilionácea e 

frutos em forma de vagem (Hulse, 1991). As vagens encerram em si a parte mais consumida 

destas plantas, a semente/grão, geralmente conhecidas por "legumes" ou "pulse". O seu 

consumo faz-se maioritariamente através das sementes secas, que são usualmente utilizadas 

quer na alimentação humana quer na alimentação animal (FAO, 1994), mas estas também 

podem ser consumidas imaturas, incluindo a vagem e até mesmo as folhas da planta (Ehlers 

e Hall, 1997). O termo "leguminosas" refere-se apenas a plantas colhidas para a produção de 

grãos secos, como por exemplo, feijão comum, ervilhas, grão de bico, lentilhas, tremoço, 

feijão-frade, entre outras, sendo estas as  principais espécies de leguminosas consumidas 

pelo Homem (FAO, 1994). 

  

1.1. Importância Nutricional, Ambiental, Agronómica e Económica 

As leguminosas são cultivadas em cerca de 180 milhões de Ha, o que correspondia em 2000, 

a cerca de 12% a 15% da superfície arável da Terra (Vance, Graham e Allan, 2000), sendo 

produzidas, anualmente em 2014, 77 milhões de toneladas de leguminosas, o que equivale a 

um rendimento de 928 quilogramas por Ha (Rawal e Navarro, 2019). O cultivo destas espécies 

corresponde a 27% da produção agrícola primária do mundo, sendo que as leguminosas de 

grão contribuem com 33% das necessidades de azoto proteico da dieta humana (Smýkal et 

al., 2015). 

As sementes das plantas da família Fabaceae são uma importante fonte de proteína para 

grande parte da população mundial (FAO, 2016). Estas ocupam um lugar importante na 

nutrição humana, especialmente nos países em desenvolvimento, pois são uma fonte 

acessível e concentrada de proteínas, alternativas às proteínas de origem animal de elevado 

custo (FAO, 2016; Myers et al., 2017). As leguminosas são assim consideradas a carne dos 

pobres, pois são geralmente uma fonte de hidratos de carbono e proteína (Marinangeli e 

Jones, 2011; Mudryj, Yu e Aukema, 2014), sendo o teor de proteína aproximadamente igual 

a alguns tipos de carne (18 a 25%) (Bojňanská et al., 2015). O seu elevado conteúdo proteico 

também tem levado a uma procura crescente nos países desenvolvidos devido a uma maior 

consciência dos benefícios da substituição da  proteína animal por proteína vegetal (Henchion 

et al., 2017). 
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Desde a antiguidade que as leguminosas são utilizadas. As populações indígenas 

perceberam desde cedo que as leguminosas poderiam servir de complemento ao consumo 

de cereais e tubérculos, principalmente trigo. Pois os cereais são deficientes em alguns 

aminoácidos essenciais bem como as leguminosas, no entanto, quando consumidas em 

conjunto consegue-se um equilíbrio e uma maior qualidade nutricional (Boye, Zare e Pletch, 

2010; Mudryj, Yu e Aukema, 2014). Além de que o conteúdo proteico das leguminosas é 

superior, quando comparado com o conteúdo proteico dos cereais (7 a 13%) (Bojňanská et 

al., 2015), podendo aquelas servir de complemento ao perfil nutricional dos cereais e 

tubérculos (Hall, Singh e Ehlers, 2011).  

A inclusão de leguminosas na dieta tem efeitos fisiológicos benéficos no controlo e prevenção 

de várias doenças metabólicas, como: diabetes mellitus, pois têm um baixo índice glicémico, 

contribuindo para um valor estável de açúcar no sangue; doença cardíaca coronária, devido 

ao facto de serem ricos em gorduras saudáveis e sem colesterol; cancro, onde a fibra 

alimentar pode ter implicações na sua prevenção (Carbas et al., 2021); anemia, devido ao 

facto de serem uma fonte de ferro; doença celíaca, pois as leguminosas não contêm glúten 

(Carbas et al., 2021); correto desenvolvimento do sistema nervoso, pois são uma ótima fonte 

de folato (vitamina-B) (Mudryj, Yu e Aukema, 2014); regulação do trânsito intestinal, devido 

ao alto conteúdo de fibra alimentar (Campos-Vega, Loarca-Piña e Oomah, 2010), entre outros 

efeitos associados à sua composição nutricional.  

Além destas características as leguminosas são ricas em lisina (aminoácido essencial), ricos 

em hidratos de carbono de digestão lenta (Abbas e Ahmad, 2018), apresentam um baixo teor 

de gorduras, predominando ácidos gordos polinsaturados (ácido linoleico e o ácido linolénico), 

monoinsaturados e saturados (Caprioli et al., 2016), sem colesterol e são uma fonte de fibra 

alimentar, vitaminas e minerais (Abbas e Ahmad, 2018). 

As leguminosas para além da sua utilização direta como alimento, podem ser moídas de modo 

a obter farinha para ser utilizada em pão, tortilhas, batatas fritas (Asif et al., 2013); ou usados 

na forma líquida para produzir substitutos de leites e iogurtes (Lim et al., 2019; Maphosa e 

Jideani, 2017; Murevanhema e Jideani, 2013). As leguminosas têm, também, sido usadas 

industrialmente para preparar plásticos biodegradáveis (Pirsa e Sharifi, 2020; Ricci et al., 

2018), óleos, gomas e corantes (Saikia et al., 2020).  

 

Além dos benefícios para a saúde humana, as leguminosas, também têm um benefício 

importante para o planeta uma vez que apresentam um papel importante no ciclo do azoto, 

pois devido à sua capacidade de estabelecerem relações simbióticas com bactérias do género 

Rhizobium permitem a fixação de azoto atmosférico transferindo-o posteriormente para o solo. 
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Desta forma, as leguminosas tornam-se fundamentais no ciclo do azoto, contribuindo para a 

manutenção da qualidade dos solos, minimizando a necessidade do uso de fertilizantes 

azotados, evitando a poluição dos lençóis freáticos por lixiviação e a poluição das linhas de 

água por escorrimento superficial, o que contribui para a sustentabilidade do planeta, 

diminuição do impacto sobre o meio ambiente, entre outras vantagens (Castellano-Hinojosa, 

Nevins e Strauss, 2021).  

Uma outra característica importante das leguminosas é que a introdução em rotações 

agrícolas auxilia na redução do uso de fertilizantes e energia nos sistemas aráveis e 

consequentemente na redução das emissões de Gases com Efeito de Estufa (GEE) 

(equivalentes de CO2) (Reckling et al., 2014), em cerca de 13,4% das emissões mundiais 

(Jensen, Carlsson e Hauggaard-Nielsen, 2020). 

 

As leguminosas são assim uma estratégia para um futuro mais sustentável, pois têm uma  

produção com emissão de menos equivalentes de CO2, menor necessidade da quantidade de 

água quando comparada com a produção de outros alimentos, para além der serem uma fonte 

de proteína alternativa e mais acessível que a proteína de origem animais (Das et al., 2012). 

 

1.2. Compostos Fenólicos  

Os compostos fenólicos são substâncias bioativas que ocorrem amplamente em plantas 

alimentícias e são consumidas regularmente por um número substancial de pessoas (Nollet e 

Gutierrez-Uribe, 2018). Estes estão associados à qualidade sensorial e nutricional de 

alimentos vegetais frescos e processados, como por exemplo, a cor, o gosto , entre outras 

características (Lacerda De Oliveira, De, Veras De Carvalho e Melo, 2014). Os compostos 

fenólicos são também antioxidantes naturais (Nollet e Gutierrez-Uribe, 2018). 

Os compostos fenólicos surgem como metabolitos secundários sintetizados maioritariamente 

através do metabolismo do fenilpropanóide, que envolve precursores da via do ácido 

chiquímico e da via do ácido malónico (la Rosa, de et al., 2019; Takó et al., 2020). Embora 

ambas as vias participem na biossíntese dos compostos fenólicos nas plantas, a via do ácido 

chiquímico é a principal responsável pela produção dos precursores da maioria dos 

compostos fenólicos. No metabolismo fenilpropanóide há a produção de numerosas 

moléculas, como ácidos hidroxicinâmicos, ácidos hidroxibenzóicos, flavonóides e lenhinas. 

No entanto, alguns ácidos hidroxibenzóicos são sintetizados diretamente a partir de um 

intermediário da via do ácido chiquímico (la Rosa, de et al., 2019).  
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Com base nas suas estruturas químicas, os compostos fenólicos podem ser divididos em 

diferentes subgrupos, como ácidos fenólicos, flavonóides, taninos, lenhinas, estilbenos e 

cumarinas (Gan et al., 2019). Os compostos fenólicos desempenham diversas funções no 

metabolismo celular (Cory et al., 2018). Podem ser encontrados nos níveis tecidual, celular e 

subcelular das plantas, uma vez que não se encontram uniformemente distribuídos nas 

plantas. Os compostos fenólicos insolúveis são os componentes das paredes celulares, 

enquanto os compostos fenólicos solúveis são compartimentados dentro dos vacúolos da 

célula vegetal (Shahidi e Yeo, 2016). Ao nível do tecido, as camadas externas das plantas 

contêm níveis mais elevados de compostos fenólicos do que aqueles localizados no interior 

(Kayitesi, 2013). Os compostos fenólicos da parede celular, como as lenhinas e os ácidos 

hidroxicinâmicos estão ligados a vários componentes celulares (Khoddami, Wilkes e Roberts, 

2013; Saltveit e others, 2017). Estes compostos contribuem para a resistência mecânica das 

paredes celulares, desempenham um papel regulador no crescimento e morfogénese das 

plantas e na resposta celular ao stress e aos patogenos (Chalker-Scott e Fuchigami, 2018; 

Khoddami, Wilkes e Roberts, 2013; Mnich et al., 2020). 

 

Os compostos fenólicos são um grupo fitoquimico muito vasto que apresenta uma elevada 

variabilidade estrutural. Estima-se que estão identificados cerca de 8000 compostos fenólicos 

(Cory et al., 2018) e a característica estrutural comum a estes compostos é a existência de 

um anel aromático, fenol, que tem pelo menos um grupo hidroxilo (la Rosa, de et al., 2019). 

Uma vez que se encontram ligados a componentes da parede celular, apenas são extraídos 

com solventes orgânicos (Awika e Duodu, 2017).  

Os compostos fenólicos têm vindo a ganhar interesse em várias áreas, desde bioquímica 

vegetal, fisiologia (la Rosa, de et al., 2019; Lattanzio, 2013), química organolética (Wang, 

Chambers e Kan, 2018), sendo cada vez mais utilizados na indústria alimentar (Araújo, de et 

al., 2021) e farmacêutica (Albuquerque et al., 2021). O interesse nestes compostos deriva dos 

seus efeitos benéficos de promoção da saúde humana (Cory et al., 2018). Estão associados 

à atividade antioxidante, anticancerígena, antimutagénica e agentes antiglicémica (Dai e 

Mumper, 2010; Kumar e Goel, 2019; Tanase, Bujor e Popa, 2019; Vinayagam, Jayachandran 

e Xu, 2016). No entanto, os compostos fenólicos, naturais e sintéticos, também apresentam 

atividade antimicrobiana (antibacteriana, antifúngica e antiviral) contra patogenos humanos 

(Cetin-Karaca e Newman, 2015; Cueva et al., 2010; Khameneh et al., 2019; Mirela et al., 2014; 

Takó et al., 2020; Xu et al., 2014).  
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1.2.1. Estrutura e Classificação dos Compostos Fenólicos  

Os compostos fenólicos podem ser divididos em dois grupos: os não-flavonóides, onde estão 

incluídos os ácidos fenólicos, aldeídos e álcoois e; os flavonóides, a que pertencem as 

antocianinas, flavanóis e flavonóis (la Rosa, de et al., 2019), de acordo com a sua 

complexidade, como compostos monoméricos e poliméricos (la Rosa, de et al., 2019), ou seja, 

consoante o número de unidades fenol da sua estrutura molecular, grupos substituintes e/ou 

o tipo de ligação entre as unidades fenol (Cardona et al., 2013). 

Podem também ser categorizados pela forma em que ocorrem. Isto é, podem existir na forma 

solúvel ou ligados. A maioria dos compostos fenólicos solúveis são sintetizados no retículo 

endoplasmático intracelular das plantas e armazenados em vacúolos. Os compostos fenólicos 

ligados são formados a partir dos compostos fenólicos solúveis. Estes compostos fenólicos 

solúveis são transportados  para a parede celular e, consequentemente, são combinados com 

macromoléculas da parede celular, como celulose e proteína, por meio de ligações éster e 

glicosídicas, contribuindo para a formação da parede celular (Agati et al., 2012; Singla et al., 

2019). 

A maioria dos não-flavonóides tem uma estrutura simples e possui um ou mais grupos 

hidroxilo e metoxilo diretamente ligados ao anel fenólico. Os ácidos fenólicos caracterizam-se 

pela presença de um anel fenólico com um ácido carboxílico sendo derivados do ácido 

hidroxibenzóico ou hidroxicinâmico (Awika e Duodu, 2017). Os aldeídos fenólicos são 

estruturalmente semelhantes aos ácidos fenólicos, originam-se pela degradação das lenhinas 

(Rodrigues Pinto, Borges Da Silva e Rodrigues, 2011) e apresentam propriedades 

antimicrobianas (Lee, Monnappa e Mitchell, 2012; Patra, 2012; Rodrigues Pinto, Borges Da 

Silva e Rodrigues, 2011).  

 

1.2.2. Importância na alimentação humana 

Nos alimentos, os compostos fenólicos têm impacto sobre alguns atributos como, amargor, 

adstringência, cor, odor e estabilidade oxidativa, que são aceites nos produtos alimentares (la 

Rosa, de et al., 2019). Os compostos fenólicos estão intimamente associados à qualidade 

sensorial, nutricional e funcional de alimentos vegetais frescos e processados (Lacerda De 

Oliveira, De, Veras De Carvalho e Melo, 2014). Assim sendo, os extratos de frutas, ervas, 

vegetais, cereais e outros materiais vegetais ricos em compostos fenólicos têm cada vez mais 

interesse para a indústria alimentar, pois apresentam características que permitem uma 

melhor conservação dos alimentos. Por exemplo, a capacidade de retardar a peroxidação 

lipídica (Shahidi e Ambigaipalan, 2015), ou a presença de compostos que apresentam 

propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Papuc et al., 2017), permitindo, assim, 
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melhorar a qualidade e o valor nutricional dos alimentos (Shahidi e Ambigaipalan, 2015), bem 

como efeitos benéficos para a saúde humana (Vladimir-Knežević et al., 2012).  

 

Os compostos fenólicos têm uma capacidade antioxidante elevada, levando à eliminação de 

radicais livres, são quelantes de metais, inibem a peroxidação lipídica e apresentam várias 

atividades fisiológicas, incluindo atividades anti-inflamatórias, antialérgicas, anticancerígenas, 

entre outras (Anissi et al., 2014; Comunian et al., 2017; Gülçin, 2012; Huyut, Beydemir e 

Gülçin, 2017; Papuc et al., 2017; Shahidi e Ambigaipalan, 2015; Thatoi, Patra e Das, 2013; 

Vodnar et al., 2017). 

 

Outro aspeto importante do uso de compostos fenólicos na alimentação advém do facto dos 

extratos de algumas plantas alimentícias possuírem propriedades antimicrobianas (Kowalska 

et al., 2017), o que é um aspeto importante, pois o controlo de microrganismos patogénicos 

nos alimentos é um fator essencial para reduzir os surtos de doenças de origem alimentar 

(Gyawali e Ibrahim, 2014; Takó et al., 2020).  

A preocupação com a segurança dos alimentos (Food Safety), por parte dos consumidores, 

particularmente o uso de hormonas, aditivos como conservantes, entre outros, tem vindo a 

aumentar (Birch, Memery e Kanakaratne, 2018; Brewer e Rojas, 2008). Isto leva à 

necessidade de utilizar conservantes seguros, como alternativa aos conservantes químicos 

em alimentos. Os compostos fenólicos das plantas são assim uma boa alternativa ao uso de 

conservantes químicos (Saeed et al., 2019).  
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2. Feijão-frade (Vigna unguiculata) 

O Feijão-frade é uma leguminosa de grão originária do continente africano (Martillanes et al., 

2017) e é uma cultura que apresenta inúmeras vantagens para o planeta. O Feijão-frade 

caracteriza-se como sendo uma leguminosa, que ao nível da sua componente agronómica, é 

importante para a sustentabilidade de sistemas agrícolas nos trópicos e, em geral, nas regiões 

áridas devido à sua elevada tolerância à seca e capacidade de crescimento em solos de baixa 

fertilidade (Carvalho et al., 2017; Oyeyinka e Oyeyinka, 2018).  

As alterações climáticas têm consequências a longo prazo, prevendo-se que irão causar 

mudanças nas áreas de produção e na ocorrência de pragas e doenças (FAO, 2012; WHO, 

2021). Estima-se que a população global irá alcançar 9 mil milhões de pessoas em meados 

do século XXI, portanto, será necessário aumentar substancialmente, cerca de 70 a 100% a 

produção de alimentos (United Nations, 2019). Os impactes negativos das mudanças 

climáticas na produção de alimentos poderiam ser mitigados pelo desenvolvimento de novas 

variedades de culturas, com maior tolerância a elevadas temperaturas, seca, baixa fertilidade 

do solo e resistência a pragas e doenças (Vidigal, Romeiras e Monteiro, 2019). 

O Feijão-frade é, assim, uma das culturas mais importantes a nível de segurança alimentar 

(Food Security) e a nível nutricional pois, para além, de ser uma das principais fontes de 

proteína para milhões de pessoas nos países em desenvolvimento (Boukar et al., 2019; 

Lonardi et al., 2019), a seguir ao feijão comum (Phaseolus vulgaris) e ao grão de bico (Cicer 

arietinum) (FAO, 2014), é uma cultura que apresenta características importantes para a  

diversificação da dieta e ingredientes alimentares alternativos nas regiões desenvolvidas ou 

em relação às alterações climáticas (Awika e Duodu, 2017). 

 

2.1. Caracterização Botânica, Morfológica e Fisiológica  

O Feijão-frade conhecido botanicamente por Vigna unguiculata, é uma leguminosa que 

pertence à família Fabaceae, subfamília Faboidae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae e 

género Vigna (Baudoin e Maréchal, 2011; Pasquet e Padulosi, 2013; Singh, 2014).  

Vigna é um género pantropical e altamente variável com várias espécies, o número varia de 

84 a 184 (Timko, Ehlers e Roberts, 2007). O género Vigna foi subdividido em sete subgéneros: 

Vigna, Sigmoidotropis, Plectotropis, Macrophynca, Ceratotropis. O subgénero Vigna foi 

subdividido em seis seções: Vigna, Comosae, Macrodontae, Reticulatae, Liebrechtsia e 

Catiang. O Feijão-frade pertence à seção Catiang que, segundo Steele e Mehra (1980) e 

Verdcourt (1970) consistia em cinco espécies, V. unguiculata, V. pubescence, V. 

augustifoliolata, V. tenuis e V. nervosa. No entanto, Verdcourt (1970) reduziu estes a apenas 
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duas espécies, V. unguiculata e V. nervosa e classificou os outros em subespécies de V. 

unguiculata. 

 

O Feijão-frade é uma cultura herbácea de estação quente, anual, que requer temperaturas, 

pelo menos, de 18 °C em todos os seus estágios de desenvolvimento, tendo uma temperatura 

ideal de crescimento de 28 °C (Gupta, Gupta e Kumar, 2021), é tolerante à seca, estando 

adaptado às regiões mais secas dos trópicos (Carvalho et al., 2017; Karapanos et al., 2017), 

onde outras leguminosas alimentares não têm tão bom desempenho. Esta cultura é tolerante 

à baixa fertilidade dos solos, devido à sua elevada capacidade de fixar azoto atmosférico 

através dos seus nódulos que resultam da simbiose com Rhizobium (Boukar et al., 2019; 

Gomes et al., 2019), o que do ponto de vista da produtividade agrícola é importante como 

cultura rotativa com cereais pela sua capacidade de restabelecer a fertilidade dos solos 

(Carsky, Vanlauwe e Lyasse, 2010). É uma cultura que tem a capacidade de resistir a 

condições de solo ácido e alcalino (Martillanes et al., 2017), tem um bom crescimento em 

solos pobres, com mais de 85% de areia e com menos de 0,2% de matéria orgânica e baixos 

níveis de fósforo (Martillanes et al., 2017; Simion, 2018). O Feijão-frade é uma planta de dia 

curto ou, em alguns casos, de dia neutro, ou seja, é uma planta que para que ocorra floração 

é, apenas, necessário ficar exposta à iluminação por um tempo inferior ao seu fotoperíodo 

crítico ou então florescem independentemente do período de luz ou escuro ao qual são 

expostas, respetivamente (Santos, 2021; Sysoeva, Markovskaya e Shibaeva, 2010). Ou seja, 

é uma planta tolerante à sombra e, portanto, compatível de plantar em consórcio com milho, 

milheto, sorgo, cana-de-açúcar e algodão, bem como com várias culturas de plantio, por 

exemplo, formando assim uma componente valiosa dos sistemas de cultivo tradicionais 

(Simion, 2018).   

O revestimento da semente varia em textura (por exemplo, liso, áspero ou enrugado), cor (por 

exemplo, branco, creme, verde, amarelo-claro, vermelho, castanho, preto) e uniformidade (por 

exemplo, sólido, salpicado ou padronizado). As variedades de Feijão-frade mais conhecidas, 

denominadas como “ervilha-preta” e “pinkeye”, apresentam sementes brancas com uma área 

preta arredondada ou vermelha pigmentada de formato irregular circundando o hilo que dá à 

semente a aparência de um olho (Simion, 2018). 
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2.2. Importância Agronómica, Económica e Social  

O Feijão-frade é uma das leguminosas alimentares e forrageiras mais importantes nos 

trópicos semiáridos que incluem partes da Ásia, África, Sul da Europa, nomeadamente na 

Bacia do Mediterrâneo, Sul dos Estados Unidos e América Central e do Sul, sendo uma cultura 

multifuncional, fornecendo alimento quer para o Homem quer para ração animal (Simion, 

2018).  

A nível nacional, o Feijão-frade é, maioritariamente, cultivado a partir de variedades locais 

(landraces), e, ao longo de várias gerações, foram selecionadas as culturas mais adaptadas 

às suas condições geográficas. As inúmeras landraces de Feijão-frade resultam numa 

diversidade genética desta cultura que requer ser preservada (Karapanos et al., 2017). À 

medida que se adotaram práticas de monocultura agrícola, muita da variabilidade existente 

foi perdida, diminuindo, por exemplo, a riqueza bioativa desta cultura. É importante reverter 

esta situação, para preservar a variabilidade genética que poderá ser essencial nos processos 

de melhoramento da espécie (Liu, Kuchma e Krutovsky, 2018). 

O Feijão-frade é uma leguminosa com uma elevada importância para a subsistência de 

milhões de pessoas em países menos desenvolvidos. Pode ser consumido de várias formas, 

como por exemplo, folhas jovens, vagens verdes e sementes verdes que são usadas como 

vegetais, e as sementes secas são usadas em várias preparações alimentares, sendo este o 

principal produto da planta utilizado para a alimentação humana. As folhas são consumidas 

em países da África Oriental, as sementes verdes são consumidas no sudeste dos Estados 

Unidos e no Senegal, as vagens verdes são, normalmente, consumidas nas regiões húmidas 

da Ásia e das Caraíbas. A cultura também é usada para adubo verde, por exemplo no sudeste 

dos Estados Unidos da América e Austrália, e como forragem em algumas partes do Sahel  

(Simion, 2018).  

As sementes e as folhas são constituídas por cerca de 25% de proteína (com base na massa 

seco) (Carsky, Vanlauwe e Lyasse, 2010), sendo uma razão pela qual o Feijão-frade é uma 

importante fonte de proteína, nos países em desenvolvimento (Hall, Singh e Ehlers, 2011) 

quando os produtos de origem animal escasseiam. Estas são frequentemente colhidas e 

secas para armazenamento e consumo num momento posterior, ou depois de serem moídas 

como farinhas (Hall, Singh e Ehlers, 2011).  

 

 



Página | 12  
 

2.3. Caracterização Nutricional  

A composição nutricional do grão de Feijão-frade é semelhante à composição de outras 

leguminosas, como por exemplo, do Feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) (Gonçalves et al., 

2016). Esta leguminosa apresenta um teor relativamente baixo de gordura e por oposição o 

teor de proteína é elevado, podendo ser este teor duas a quatro vezes superior ao teor de 

proteína presente nas culturas de cereais e tubérculos. Identicamente às outras leguminosas, 

as proteínas das sementes de Feijão-frade são ricas em alguns aminoácidos essenciais, 

como, lisina (Gonçalves et al., 2016) e triptofano quando comparadas com os grãos de 

cereais, mas baixas em metionina e cisteína quando comparadas às proteínas animais 

(Petchiammal e Hopper, 2014); são também uma fonte de minerais e vitaminas e, entre as 

plantas, são das leguminosas que apresentam um dos maiores teores de ácido fólico, por 

exemplo (Simion, 2018).  

O Feijão-frade é também uma fonte de hidratos de carbono, fibra solúvel e insolúvel e minerais  

apresentando baixos níveis de fatores anti-nutricionais (Sombié et al., 2018), como inibidores 

de proteases, fitatos, entre outros (Gonçalves et al., 2016). Um atributo interessante desta 

leguminosa é o facto de ser uma fonte de compostos bioativos considerados antioxidantes 

naturais (Mudryj et al., 2012), podendo ter um papel importante em processos celulares como 

expressão génica, apoptose, sinalização intercelular e, possivelmente, possuir efeitos 

anticancerígenos (Das et al., 2012) . 

A eventual inclusão de folhas de feijão-frade numa dieta alimentar pode também ser uma mais 

valia ao nível nutricional, uma vez que as folhas do Feijão-frade são também uma boa fonte 

de proteínas, com um teor mais elevado nas folhas mais jovens (Simion, 2018), compostos 

funcionais (aminoácidos, polifenóis e carotenóides), vitaminas (pró-vitamina A, folato, tiamina, 

riboflavina e vitamina C) e minerais (cálcio, fósforo e ferro) (Gonçalves et al., 2016). 

 

2.4. Compostos Bioativos 

Além dos benefícios nutricionais do Feijão-frade, este também é rico em compostos bioativos 

importantes que podem beneficiar a saúde humana de várias maneiras. Os compostos 

bioativos mais importantes presentes no Feijão-frade são os compostos fenólicos, que se 

concentram principalmente no tegumento (Sombié et al., 2018), com alguns perfis que não se 

encontram noutras leguminosas, bem como os péptidos bioativos (Awika e Duodu, 2017). 

Estes compostos são relevantes, não apenas pelas suas propriedades benéficas para a 

saúde, mas também porque a sua composição influencia diretamente a seleção e uso do 
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Feijão-frade em diferentes culturas, principalmente devido ao seu efeito na cor do tegumento 

(Awika e Duodu, 2017).  

Os principais compostos fenólicos comuns a todas as variedades de Feijão-frade são 

compostos fenólicos derivados de ácidos fenólicos e os flavonóides (Ojwang, Dykes e Awika, 

2012). Algumas variedades de Feijão-frade contêm, também, antocianinas, flavan-3-óis e 

flavonóis com um perfil único de compostos fenólicos (Ojwang et al., 2013; Ojwang, Dykes e 

Awika, 2012), o que implica que eles podem fornecer propriedades bioativas exclusivas que 

complementam outras commodities alimentares (alimentos consumidos devido às suas 

propriedades nutricionais, como, arroz e cereais, ovos e produtos lácteos, frutas e legumes, 

entre outros) (Awika e Duodu, 2017).  

Uma vez que os compostos fenólicos são responsáveis pela maior parte da coloração das 

sementes de Feijão-frade (Ojwang, Dykes e Awika, 2012), a relação entre a cor do tegumento 

e o perfil fenólico é bastante analisada, uma vez que a estrutura e composição fenólica afeta 

diretamente os mecanismos específicos de prevenção de doenças, sendo uma característica 

que afeta a escolha do Feijão-frade para uso alimentar em diferentes regiões, e por sua vez 

influência a biodisponibilidade de nutrientes (especialmente proteínas e minerais) (Awika e 

Duodu, 2017). 

 

Os péptidos bioativos e os compostos fenólicos do Feijão-frade, parecem ter efeito anti-

inflamatório significativo e benefícios contra o cancro, diabetes e doenças cardiovasculares, 

com potenciais interações sinérgicas significativas (Quansah et al., 2013; Segura-Campos, 

Chel-Guerrero e Betancur-Ancona, 2011). Diferentes autores têm também atribuído efeitos 

antimicrobianos ao Feijão-frade (Ashraduzzaman et al., 2016; Cicero, Fogacci e Colletti, 2017; 

Hancock, Haney e Gill, 2016; Kritzinger, Lall e Aveling, 2005; Lenny e Rizky, 2020). O perfil 

fenólico tem um grande impacto sobre estas propriedades. As diferentes variedades podem, 

portanto, ser selecionadas para benefícios específicos. Além disso, o crescente interesse em 

dietas com alto teor de proteínas vegetais, novos e diversos ingredientes alimentares e 

alimentos naturais promotores da saúde em regiões desenvolvidas, sugere que o Feijão-frade 

provavelmente desempenhará um papel cada vez maior como ingrediente em aplicações 

modernas de alimentos, não esquecendo as vantagens agronómicas, benefícios nutricionais 

e para a saúde que este acarreta (Awika e Duodu, 2017). 
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2.4.1. Compostos Fenólicos  

O grão pode apresentar diversas colorações, desde branco a preto, passando pelo creme, 

salmão, vermelho e cinzento, devido à presença dos compostos fenólicos. São os fenótipos 

de coloração mais avermelhada que têm tendência a apresentar valores mais elevados de 

compostos fenólicos, enquanto que as variedades mais claras tendem a apresentar 

concentrações inferiores (Awika e Duodu, 2017). No entanto, pode haver exceções, pois pode 

não existir qualquer relação direta entre a cor do grão e o conteúdo fenólico, o que significa 

que em alguns casos variedades claras podem apresentar um teor fenólico mais elevado que 

variedades mais escuras (Ojwang, 2012). 

Apesar de a concentração e o tipo de compostos fenólicos variar com o fenótipo do grão, por 

norma, o teor fenólico presente no Feijão-frade é bastante elevado quando comparado com 

outras leguminosas. Os compostos fenólicos característicos desta leguminosa são, ácidos 

fenólicos, flavonóis, taninos e antocianinas (Awika e Duodu, 2017). 

 

Ácidos Fenólicos 

Nas sementes de Feijão-frade, os ácidos fenólicos (148 a 1176 μg/g) (Cai, Hettiarachchy e 

Jalaluddin, 2003) são um componente principal dos compostos fenólicos totais (Dueñas et al., 

2005; Nderitu et al., 2013).  

O perfil dos ácidos fenólicos do Feijão-frade é constituído, principalmente, por derivados de 

ácidos protocatecuico, ferúlico e p-cumárico (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas 

et al., 2005; Moloto et al., 2020), ácido p-hidroxibenzóico (Avanza et al., 2021), ácido gálico, 

ácido vanílico (Dueñas et al., 2005), ácido benzoico (Moloto et al., 2020), ácido cafeico e ácido 

cinâmico (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003), no entanto, o perfil de ácidos fenólicos varia 

consideravelmente dependendo do fenótipo (Hachibamba et al., 2013; Nderitu et al., 2013).  

Sabe-se que os ácidos fenólicos contribuem para as propriedades antioxidantes atribuídas às 

leguminosas (Xu e Chang, 2009). No entanto, é também provável que estes tenham 

benefícios importantes na saúde, tanto os ácidos fenólicos do Feijão-frade assim como o de 

outras leguminosas (Awika e Duodu, 2017). 

 

Flavonóides 

No Feijão-frade e em outras leguminosas, os flavonóides estão amplamente concentrados no 

tegumento e por consequência têm um grande impacto na cor do tegumento (Ojwang, Dykes 

e Awika, 2012), o que é bastante importante porque influencia diretamente a escolha do 
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Feijão-frade e outras variedades de leguminosas para uso alimentar em várias partes do 

mundo (Awika e Duodu, 2017). 

Os flavonóides são componentes muito importantes dos alimentos, pois apresentam 

importantes benefícios para a saúde, estando relacionados com o seu efeito direto ou indireto 

sobre o stress oxidativo, as interações com vários recetores e enzimas associadas à 

prevenção de doenças (González et al., 2011; Yang, Allred e Awika, 2014), entre outras. 

Assim sendo, a estrutura que estes compostos apresentam têm um grande impacto na forma 

como vão influenciar vias bioquímicas específicas relevantes para a saúde. No Feijão-frade 

as principais classes de flavonóides presentes são flavonóis, flavan-3-ols e antocianinas (Cui 

et al., 2012; Dueñas et al., 2005; Nderitu et al., 2013; Ojwang et al., 2013; Ojwang, Dykes e 

Awika, 2012).  

 

Flavonóis 

Os flavonóis são flavonóides encontrados em praticamente todos os fenótipos de Feijão-frade 

(Ojwang, Dykes e Awika, 2012). Os compostos mais importantes são os derivados da 

quercetina (Moloto et al., 2020; Ojwang, Dykes e Awika, 2012; Wang et al., 2008), kaempferol 

(Avanza et al., 2021; Kritzinger, Lall e Aveling, 2005; Lattanzio et al., 1997), miricetina (Dueñas 

et al., 2005). A quantidade presente deste composto no Feijão-frade varia de 27 a 1060 μg/g, 

sendo que se altera consoante as características fenotípicas da semente do feijão (Ojwang, 

Dykes e Awika, 2012).  

 

Flavan-3-ols 

Os Flavan-3-ols, também conhecidos por flavanóis, têm a capacidade de se ligar diretamente 

a proteínas e a hidratos de carbono, reduzindo assim a sua biodisponibilidade e, 

indiretamente, reduzem a digestão e o transporte de nutrientes ao inibir enzimas digestivas e 

proteínas transportadoras da membrana (Gonçalves, Mateus e Freitas, de, 2011). Podem 

também ligar-se aos minerais, reduzindo a sua absorção (Kruger et al., 2013).  

Os taninos, são as formas poliméricas desta família de compostos, são igualmente 

conhecidos como antioxidantes com propriedades de promoção da saúde (Tian et al., 2012). 

Estes têm um particular interesse porque apresentam um grande potencial para serem 

utilizados como ingredientes naturais para reduzir a carga calórica dos alimentos devido à sua 

capacidade de se ligarem aos hidratos de carbono e às proteínas (Amoako e Awika, 2016, 

2016; Barros, Awika e Rooney, 2012; Dunn et al., 2015). Sugere-se que o Feijão-frade 

contenha um perfil único de taninos que pode ser favorável para a promoção da saúde com 
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propriedades "anti-nutricionais" reduzidas (Awika e Duodu, 2017), podendo funcionar de 

maneiras diferentes quando comparados com o perfil de taninos de outras leguminosas 

(Awika e Duodu, 2017). Apenas algumas variedades é que contém estes compostos, tendo 

uma concentração de 2155 a 6297 μg/g (Awika e Duodu, 2017), sendo que são os derivados 

de catequina, procianidina, os compostos que fazem parte deste perfil (Avanza et al., 2021; 

Awika e Duodu, 2017; Cui et al., 2012; Nderitu et al., 2013). 

 

Antocianinas  

As antocianinas são compostos que conferem a maioria da coloração das folhas, flores, frutos, 

sementes (Ojwang, Dykes e Awika, 2012). No Feijão-frade, estes compostos foram detetados 

em algumas variedades (875 a 3860 μg/g), sendo que as antocianinas dominantes são 

delfinidina-3-O-glucosídeo e cianidina-3-O-glucosídeo (Ojwang, Dykes e Awika, 2012), e 

alguns derivados de petunidina, peonidina e malvidina (Ojwang et al., 2013). 

 

Resumidamente, os compostos fenólicos estão presentes na composição do Feijão-frade, 

sendo que consoante a variedade e a parte em análise, o perfil de compostos fenólicos é 

diferente. Na Tabela 1 estão indicados os perfis fenólicos do grão, folhas e vagens do Feijão-

frade.  

 

2.4.2. Péptidos Bioativos  

A maioria das proteínas presentes nas leguminosas são proteínas de reserva, que servem 

sobretudo como nutriente para a germinação da semente (Awika e Duodu, 2017). No entanto, 

as lectinas (aglutininas) (3 ×10-5 unidades de atividade hemaglutinante (HU) kg-1) (Campos-

Vega, Loarca-Piña e Oomah, 2010), inibidores de protease (10,6 g de tripsina e 9,2 g de 

quimiotripsina inibida por kg-1) (Campos-Vega, Loarca-Piña e Oomah, 2010), fatores anti-

nutricionais, fazem parte da composição do perfil das proteínas do Feijão-frade, que se 

acredita terem a função de proteger a semente contra pragas, e que podem ter efeitos 

potencialmente benéficos contra a inflamação (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017), prevenção 

de cancro (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017; Domínguez-Perles et al., 2016), obesidade 

(Moreno-Valdespino et al., 2020), atividade antimicrobiana (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017; 

Hancock, Haney e Gill, 2016), prevenção de diabetes (Barnes, Uruakpa e Udenigwe, 2015), 

atividade antioxidante (Marques et al., 2015; Roy, Boye e Simpson, 2010; Segura-Campos, 

Chel-Guerrero e Betancur-Ancona, 2011), entre outras.
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Tabela 1 – Caracterização Fenólica de extratos de Feijão-frade (grão, folha e vagem). 

Família do 

Composto 
Composto 

Solvente de 

Extração 

Presença nos extratos 
Referência 

Grão Folha Vagem 

Ácidos Fenólicos 

Ácido p-Hidroxibenzóico e seus 

derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas et al., 2005) 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Ácido p-Cumárico e seus derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas et al., 2005) 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Etanol  X  (Moloto et al., 2020) 

Ácido Ferúlico e seus derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas et al., 2005) 

Etanol   X (Avanza et al., 2021) 

Etanol  X  (Moloto et al., 2020) 

Ácido Gálico 
Metanol X   (Dueñas et al., 2005) 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Ácido Vanílico Metanol X   (Dueñas et al., 2005) 

Ácido Protocatecuico e seus derivados 
Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas et al., 2005) 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Ácido Cafeico Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003) 

Ácido Cinâmico Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003) 

Ácido Benzoico e seus derivados Etanol  X  (Moloto et al., 2020) 
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Flavan-3-ols 

Catequina e seus derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Etanol X   (Avanza et al., 2021) 

Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Cui et al., 2012) 

Procianidina e seus derivados 
Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Etanol X   (Avanza et al., 2021) 

Flavonóis 

Quercetina e seus derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Metanol X   (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Dueñas et al., 2005) 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Metanol e Etanol  X  (Lattanzio et al., 1997) 

Etanol  X  (Moloto et al., 2020) 

Miricetina e seus derivados 

Acetona X   (Nderitu et al., 2013) 

Metanol X   (Dueñas et al., 2005) 

Etanol X   (Avanza et al., 2021) 

Kaempferol 

Etanol X  X (Avanza et al., 2021) 

Metanol X   (Cui et al., 2012) 

Metanol e Etanol  X  (Lattanzio et al., 1997) 

Antocianinas 

Delfinidina e derivados Acetona X   (Ojwang et al., 2013) 

Cianidina e derivados Acetona X   (Ojwang et al., 2013) 

Petunidina e derivados Acetona X   (Ojwang et al., 2013) 

Peonidina e derivados Acetona X   (Ojwang et al., 2013) 

Malvidina e derivados Acetona X   (Ojwang et al., 2013) 
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2.5. Propriedades Bioativas  

Propriedades Antimicrobianas  

Os microrganismos patogénicos são capazes de causar doenças graves em humanos e 

animais (Newell et al., 2010). Alguns fungos patogénicos infestam a semente durante o 

armazenamento e produzem micotoxinas que, quando ingeridas, podem causar toxicidades 

agudas e crónicas em humanos e animais (Perdoncini et al., 2019). Já os patogenos 

bacterianos podem estar presentes em alimentos e águas, e quando são ingeridos podem 

causar doenças graves (Bintsis, 2017). O uso de extratos de plantas é uma hipótese 

alternativa ao uso de conservantes alimentares, particularmente no caso da existência de 

resistência a conservantes por parte dos microrganismos. Muitos dos extratos de plantas 

contêm compostos secundários, como péptidos bioativos e compostos fenólicos, que têm um 

efeito inibitório sobre bactérias e fungos patogénicos (Pagare et al., 2015; Rehman e Khan, 

2017; Sharma e Kaushik, 2020; Shashirekha, Mallikarjuna e Rajarathnam, 2015; Sitohy et al., 

2013; Tak e Kumar, 2020; Thery e Arendt, 2018). 

 

A inibição por compostos fenólicos varia de composto para composto uma vez que 

apresentam estruturas e composições químicas diferentes. Alguns dos efeitos 

antimicrobianos destes compostos podem ser a permeabilização e destabilização da 

membrana plasmática, a inibição de enzimas extracelulares, a inibição do metabolismo 

energético, entre outros (Górniak, Bartoszewski e Króliczewski, 2019; Quideau et al., 2011). 

No entanto, pensa-se que a presença dos grupos OH pode ser o elemento essencial para 

estas atividades (Figueiredo et al., 2008). O grupo OH é bastante reativo e pode facilmente 

formar ligações de hidrogénio com os centros ativos das enzimas, levando à inibição de certas 

reações enzimáticas ou síntese enzimática, na célula microbiana (Jeong et al., 2009).  

No entanto, o grau de hidroxilação dos compostos fenólicos pode não influenciar a atividade 

antimicrobiana destes (Figueiredo et al., 2008). O mecanismo de ação pode ocorrer a partir 

do ambiente extracelular ou ser limitado pela capacidade de atravessar a membrana celular 

(Khameneh et al., 2019; Papuc et al., 2017), o que sugere que a polaridade das moléculas 

pode não explicar, por si só, as diferenças de toxicidade dos compostos (Figueiredo et al., 

2008). No entanto, a lipofilicidade é um fator importante na toxicidades destes compostos 

(Gyawali e Ibrahim, 2014). Esta característica apresenta interações diferentes de bactéria 

para bactéria, assim como, a componente da célula com que está a interagir.  
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Interação com a Parede Celular  

Os compostos fenólicos interagem de maneira diferente com as bactérias gram-negativas e 

gram-positivas, sendo as diferenças na composição da parede celular responsáveis por esta 

diferença (Brown et al., 2015). A parede celular desempenha um papel de proteção osmótica, 

sendo por isso uma componente essencial da célula. O que significa que qualquer dano na 

parede celular comprometerá a viabilidade da célula, diminuição da tolerância da célula a 

elevada força iónica e baixa pressão osmótica (Papuc et al., 2017).   

Nas bactérias gram-negativas, a parede celular é composta por uma fina camada de 

peptidoglicano e membrana externa. Esta membrana é composta por uma bicamada 

fosfolipídica e proteínas, sendo que a parte externa é composta por lipopolissacáridos (LPS). 

Nas bactérias gram-positivas não existe a presença da membrana externa o que significa que 

as paredes celulares são compostas por uma espessa camada de peptidoglicano e ácidos 

teicócos (Brown et al., 2015). Ou seja, as bactérias gram-negativas apresentam maior 

resistência aos compostos fenólicos (Nohynek et al., 2006) , pois os LPS impedem as ligações 

dos compostos fenólicos às camadas de peptidoglicano destes microrganismos (Cui et al., 

2012).  

Uma propriedade importante das bactérias gram-negativas é a sua aderência ao tecido do 

hospedeiro por meio de pequenos filamentos, as fímbrias. Os compostos fenólicos inibem a 

ligação das fímbrias aos recetores específicos das células bacterianas (Hisano et al., 2012).  

 

Interação com a Membrana Celular  

Os compostos fenólicos têm a capacidade de interagir com as proteínas e/ou fosfolípidos da 

bicamada lipídica da membrana celular. Nas bactérias gram-negativas, a interação com as 

proteínas da membrana leva à rutura da bicamada lipídica, aumentando a permeabilidade da 

membrana, afetando a sua fluidez, inibindo a respiração e alterando os processos de 

transporte de iões (Nazzaro et al., 2013). Hashimoto et al. (1999) concluíram que, com o 

aumento do número de grupos OH, há a diminuição da hidrofobia dos compostos fenólicos, 

ou seja, diminui a afinidade para a bicamada lipídica. 

 

Relativamente aos fungos, o mecanismo de ação dos compostos fenólicos consiste em inibir 

a germinação de conídios (Salas et al., 2011),  formar complexos com proteínas solúveis 

presentes nas paredes das células fúngicas, inibir vias enzimáticas (Arif et al., 2011) e  

promover a rutura da membrana devido às características lipofílicas dos compostos fenólicos 

(Arif et al., 2011).  
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À semelhança do que foi anteriormente descrito, o aumento do grau de hidroxilação resulta 

num aumento de toxidade dos compostos, apresentando estes maior capacidade inibitória 

(Arif et al., 2011). 

 

Sabe-se que, ao longo do tempo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa para se 

defenderem de pragas, patogenos e stresses abióticos (Beer, de e Vivier, 2011; Lacerda et 

al., 2014). As componentes dos mecanismos de defesa das plantas são péptidos 

antimicrobianos ricos em cisteína (Stotz, Thomson e Wang, 2009). A atividade antibacteriana 

por parte dos péptidos pode depender das pontes de enxofre intramoleculares (Zhao et al., 

2016), da permeabilização da membrana das células (Matsuzaki, 2019), da inibição da síntese 

de ácidos nucleicos, síntese de proteínas, atividade enzimática e síntese da parede celular 

(Brogden, 2005) e da modificação dos fluxos de iões (El-Mounadi et al., 2016). 

Nos fungos, os péptidos podem levar à ativação/inativação de vias enzimáticas (Kavanagh e 

Dowd, 2010; Thery e Arendt, 2018); lise da célula (Weerden, Van Der, Bleackley e Anderson, 

2013); inibição da germinação de conídios ou indução da apoptose das células (El-Mounadi 

et al., 2016); levar à permeabilização da membrana (Weerden, van der, Lay e Anderson, 2008) 

e à alteração do fluxo de iões (Thery e Arendt, 2018).  

 

Relativamente às proteínas e péptidos bioativos presentes nesta leguminosa, também 

apresentam atividade antimicrobiana em relação a algumas espécies de microrganismos. 

Carvalho et al. (2001) identificaram dois péptidos antimicrobianos ricos em cisteína e 

proteínas de transferência de lípidos (LTP) presentes nas sementes de Feijão-frade que  

mostraram impedir o desenvolvimento dos fungos  Fusarium oxysporum e F. solani bem como 

causavam alterações morfológicas nas hifas dos fungos.  

Chikane, Parwate e Ingle (2010) analisaram a atividade antimicrobiana das sementes de 

Feijão-frade. A determinação da atividade antimicrobiana também permitiu concluir se o 

processo de conservação por irradiação teria influência na inibição encontrada. Verificaram 

que os extratos das sementes não irradiadas mostraram ter mais atividade antibacteriana 

contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e 

Klebsiella pneumonia, quando comparados com os extratos de sementes irradiadas. Sendo 

que S. aureus e E. coli foram as bactérias que apresentaram maior sensibilidade aos extratos 

de Feijão-frade não irradiado. 

O péptido antimicrobiano presente nas sementes de Feijão-frade, Cp-tionina II, apresenta 

atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus, e gram-
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negativas, Escherichia coli e Pseudomonas syringae (Franco et al., 2006), assim como, 

atividade antifúngica contra Fusarium culmorum, Penicillium expansum e Aspergillus niger 

(Thery e Arendt, 2018). Segundo Thery e Arendt (2018) o péptido sintético análogo ao péptido 

Cp-tionina II, KT43C, apresenta atividade antifúngica. Este péptido diminuiu o crescimento 

fúngico sem induzir alterações morfogénicas nas hifas fúngicas.  

Um estudo recente determinou que globulinas (7S e 11S) isoladas das sementes de Feijão-

frade apresentam atividade antibacteriana para bactérias gram-positivas como Listeria 

monocytogenes, L. ivanovii, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, e para 

bactérias gram-negativas como Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli e Salmonella.  Os mecanismos de ação das globulinas foram visualizados por sinais de 

deformação celular, lise parcial e completa de componentes celulares das bactérias S. 

Typhimurium e P. aeruginosa, por exemplo, utilizando a globulina 11S como agente 

antibacteriano (Abdel-Shafi et al., 2019). Verificou-se que estes mecanismos se devem ao 

facto de as globulinas apresentarem cargas positivas que por meio de ligações eletrostáticas 

com os componentes celulares bacterianos, comprometem a integridade das células (Sitohy 

et al., 2013; Sitohy e Osman, 2010).  

Abdel-Shafi et al. (2019) também estudaram a ação da globulina 11S quando esta foi 

inoculada em determinados alimentos como carne picada. Verificou-se que houve diminuição 

considerável nas contagens bacterianas de psicrotróficos e coliformes, concluindo-se que o 

uso de extratos de Feijão-frade ricos em globulina, terá sucesso no futuro como conservante 

alimentar.   
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3. Microrganismos Patogénicos e Contaminantes de Origem 

Alimentar 

As doenças de origem alimentar constituem um problema de saúde a nível mundial. As 

bactérias patogénicas e/ou toxinas microbianas podem entrar no organismo através de 

alimentos ou água contaminados (Takó et al., 2020). 

Certos patogenos alimentares podem sobreviver a fatores adversos, como a diferentes gamas 

de temperaturas, ambientes ácidos, elevados teores de sal e podem ainda ter a capacidade 

de formar biofilmes em superfícies bióticas ou abióticas. Estas propriedades podem facilitar o 

seu crescimento e a sua propagação em superfícies de contacto com alimentos (Mokrani, 

Nabti e Cruz, 2020).  

Alguns destes patogenos alimentares têm vindo a tornar-se tolerantes aos métodos 

convencionais utilizados na conservação dos alimentos (Gyawali e Ibrahim, 2014). 

A crescente preocupação dos consumidores com a saúde, ao pôr em causa a utilização de 

conservantes químicos nos alimentos, incentivou os investigadores a procurarem alternativas 

naturais com elevado potencial antimicrobiano. Estas substâncias podem ser utilizadas como 

conservantes e poderão melhorar a vida útil dos produtos.  Algumas das substâncias que têm 

sido alvo de investigação são os compostos fenólicos presentes nas plantas (Takó et al., 

2020). Os compostos fenólicos podem inibir o crescimento e atividade de microrganismos 

patogénicos alimentares, como bactérias, fungos e protozoários (Daglia, 2012; Li et al., 2014; 

T.J. Schmidt et al., 2012). Alguns dos efeitos que estes compostos podem apresentar são ao 

nível da permeabilização e desestabilização da membrana plasmática ou de inibição da 

síntese de enzimas extracelulares (Górniak, Bartoszewski e Króliczewski, 2019). 

Os compostos fenólicos são compostos por grupos hidroxilo e o seu número  influencia as 

propriedades antioxidantes. A mudança de posição do grupo hidroxilo pode desempenhar um 

papel importante na atividade antimicrobiana destes compostos (Figueiredo et al., 2008). Os 

compostos fenólicos podem suprimir vários aspetos dos microrganismos, como por exemplo, 

inibir a formação de biofilmes, reduzir a aderência ao hospedeiro, neutralizar toxinas 

bacterianas, entre outros (Górniak, Bartoszewski e Króliczewski, 2019). 
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3.1. Bactérias  

As doenças causadas pela ingestão de alimentos e águas contaminados são um problema 

importante relativamente à saúde pública, tendo maior incidência o caso de infeções 

alimentares de origem microbiana (Newell et al., 2010).  

As zoonoses mais relatadas em humanos, em 2019, foram a campilobacteriose e a 

salmonelose (Figura 1). Durante o período de 2015 a 2019 o número de casos confirmados 

destas duas doenças manteve-se estável (EFSA, 2021). 

A infeção por Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) foi a terceira zoonose mais 

relatada, onde houve um aumento entre o período  de 2015 a 2019. Tal como ocorreu com 

doenças causadas por Campylobacter e Salmonella, a tendência de casos confirmados de 

listeriose permaneceu estável entre 2015 a 2019 após um longo período de aumento, sendo 

a quinta zoonose mais relatada (EFSA, 2021) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Número de casos reportados de doenças com origem zoonótica na EU em 2019. 

Fonte: EFSA, 2021. 

 

As bactérias Campylobacter, E. coli, Listeria e Salmonella estão ligadas a doenças 

transmitidas por alimentos (Newell et al., 2010). Produtos naturais compatíveis com alimentos 

não tóxicos podem ser úteis para reduzir patogenos em superfícies de frutas e vegetais e em 
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conservantes alimentares, como sumos de frutas e vegetais, para desinfeção de carcaças ou 

para minimizar a contaminação destes alimentos durante o armazenamento e durante o 

processamento comercial e doméstico (Dwivedi et al., 2017). 

O controlo do crescimento bacteriano nos alimentos é um fator importante para reduzir os 

surtos de origem alimentar (Gyawali e Ibrahim, 2014; Takó et al., 2020). 

 

3.1.1. Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva pertencente à família Listeriaceae que 

pode crescer na presença ou na ausência de oxigénio. As células têm a forma de pequenos 

bastonetes, a sua mobilidade é conferida por flagelos, que entre 20 a 25 °C são produzidos 

mas a  37 °C  já não. É um microrganismo muito resistente à congelação, desidratação e ao 

calor. A sua atividade hemolítica em agar de sangue é uma das características que, 

juntamente com outras características bioquímicas, permite distinguir L. monocytogenes das 

outras espécies pertencentes ao género Listeria (Batt, 2014).   

L. monocytogenes é uma bactéria patogénica de distribuição ubiquitária, responsável por 

casos isolados e por surtos de listeriose em humanos e em animais. É essencialmente 

transmitida através do consumo de alimentos contaminados, durante o processo de fabrico 

do alimento, da contaminação do recém-nascido pela mãe e pelo contacto com animais 

infetados.  

Os surtos de listeriose estão associados ao consumo de diversos alimentos como saladas, 

patés, queijos, leite pasteurizado, camarões e manteiga. No entanto, os produtos que 

representam um maior risco são aqueles cujo processo de fabrico não inclui qualquer etapa 

de redução/eliminação de L. monocytogenes e cujas matérias-primas apresentam elevada 

incidência/concentração da bactéria, como o leite cru, os lacticínios produzidos com leite cru, 

peixe fumado e alguns enchidos (FDA, 2019). L. monocytogenes apresenta a particularidade 

de crescer à temperatura de refrigeração (Batt, 2014), ou seja, os alimentos cujas 

características permitem o crescimento da bactéria e que apresentam um tempo de prateleira 

longo, mesmo que em temperaturas de refrigeração, merecem particular atenção (FDA, 

2019). 

 

3.1.2. Escherichia coli  

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, pertencente à família Enterobacteriaceae. As 

células têm a forma de bastonetes e apresentam mobilidade ou não por flagelos. As estirpes 

de E. coli podem ser diferenciadas com base nos antigénios somáticos (O), flagelares (H) e 
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capsulares (K). Adicionalmente, a presença de fímbrias e de outras estruturas relacionadas 

desempenham um papel importante na virulência da bactéria (Gebisa, Gerasu e Leggese, 

2019).  

E. coli é uma bactéria patogénica entérica sendo um indicador de contaminação fecal em água 

e em alimentos (Jang et al., 2017). Na sua maioria,  E. coli não representa qualquer perigo 

para o seu hospedeiro, contribuindo para a sua saúde intestinal (FDA, 2019). No entanto, há 

estirpes que causam doenças gastrointestinais leves a graves e são classificadas com base 

nos seus fatores de virulência, mecanismos de patogenicidade e serologia. Atualmente,  

consideram-se E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli  enterotoxigénica (ETEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC)  e E. coli enterohemorrágica (EHEC), onde se inclui E. coli  O157:H7, 

os principais grupos de E. coli patogénicas associadas aos alimentos (Jang et al., 2017). 

Alguns animais selvagens, domésticos e humanos são portadores ocasionais de E. coli 

patogénica e podem contaminar carnes e alimentos. A contaminação normalmente ocorre 

quando as fezes entram em contacto com alimentos ou água. Os humanos podem transmitir 

a doença quando não se verifica as boas práticas de higiene e de fabrico (FDA, 2019). 

Diferentes tipos de E. coli tendem a contaminar diferentes tipos de alimentos e água. Alguns 

dos alimentos que são considerados de risco são  alface, rebentos, leite cru e queijos, carne 

crua ou mal cozinhada, enchidos curados (FDA, 2019). As E. coli produtoras de toxina 

Shiga (STEC), incluindo E. coli O157:H7, podem ser particularmente perigosas. As fontes 

primárias dos surtos de STEC são produtos de carne picada crua ou mal cozinhada, leite cru 

e queijos, e vegetais contaminados (FDA, 2019). 

 

3.1.3. Salmonella 

Salmonella é uma bactéria gram-negativa pertencente à família Enterobacteriaceae. As 

células têm a forma de bacilos, são anaeróbias facultativas, produzem gás a partir de glicose 

e são capazes de utilizar o citrato como única fonte de carbono. A maioria apresenta 

mobilidade por flagelos (Popoff e Minor, Le, 2015).  

Salmonella é uma bactéria que pode ser transmitida pelos manipuladores de alimentos que 

não lavam as mãos e/ou as superfícies e utensílios que usam entre as etapas de preparação 

dos alimentos e quando as pessoas consomem alimentos crus ou mal confecionados. A 

salmonelose é considerada uma infeção zoonótica, uma vez que é uma doença de animais 

que pode ser transmitida a humanos. Os animais para consumo são infetados através do 

contacto com outros animais infetados, por exemplo aves e roedores, ou através do consumo 

de rações ou de água contaminados (FDA, 2019). 
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Os alimentos associados à presença desta bactéria são carnes de animais de consumo,  leite, 

ovos e também enchidos, sumos de fruta, peixe, chocolate, molhos, bolos com recheio, 

manteiga de amendoim, entre outros. Estes alimentos, quando insuficientemente 

confecionados, permitem a sobrevivência da bactéria (FDA, 2019). 

 

3.2. Fungos Filamentosos   

Os fungos estão associados a problemas como a deterioração e contaminação de alimentos 

e alterações nas culturas que trazem prejuízos à agricultura (Takahashi et al., 2017).  Nos 

alimentos de origem vegetal a contaminação por fungos ocorre, normalmente, através de 

metabolitos secundários por estes produzidos. A estes metabolitos secundários dá-se o nome 

de micotoxinas e estas são capazes de produzir efeitos tóxicos agudos e crónicos (Zain, 

2011). 

As micotoxinas ocorrem naturalmente em vários alimentos como cereais, nozes, frutos secos, 

maçãs e legumes sob certas condições ambientais. A maior parte das micotoxinas são 

estáveis e sobrevivem ao processamento alimentar, destacando-se a aflatoxina, ocratoxina e 

patulina. Os fungos que produzem estas toxinas são os fungos dos géneros Aspergillus, 

Penicillium e Fusarium (Lopes et al., 2012).  

A contaminação dos alimentos com micotoxinas resulta da infeção do alimento por fungos 

toxicogénicos. Esta contaminação pode dar-se ao longo do ciclo de produção dos alimentos: 

desde o cultivo, colheita, armazenamento, transporte até ao processamento. Nos alimentos 

processados podem surgir micotoxinas, quer através das matérias-primas, quer por formação 

durante ou após o processamento, devido a más condições de armazenamento. Para além 

de poderem estar presentes nos alimentos destinados ao consumo humano, as micotoxinas 

podem também entrar na cadeia alimentar ao estarem presentes nos ingredientes das rações 

para animais, que as podem degradar, acumulá-las ou excretá-las (Lopes et al., 2012). 

 

➢ Aflatoxina  

As aflatoxinas são um grupo de toxinas produzidas por algumas estirpes dos fungos 

Aspergillus flavus, A. omius e A. parasiticus (Lopes et al., 2012), em condições favoráveis 

(temperatura e humidade elevadas). Nessa medida, as maiores concentrações de aflatoxinas 

encontram-se nos alimentos produzidos e armazenados nas regiões mais quentes (Lopes et 

al., 2012). 

As aflatoxinas podem ser produzidas nas culturas ainda no campo; no entanto, a fase mais 

problemática é a pós-colheita, designadamente, se houver atrasos no processo de secagem 
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ou durante o armazenamento, caso haja humidade que permita o crescimento dos fungos. Os 

alimentos que geralmente contém maiores níveis de aflatoxinas são frutos secos, cereais e 

arroz, podendo, também, ser detetadas no leite e produtos lácteos (Lopes et al., 2012). 

 

➢ Ocratoxina  

A ocratoxina A é produzida por estirpes de P. verrucosum (em climas temperados) e por 

algumas espécies de A. achracues (em zonas quentes e tropicais) (Viegas, 2009). 

Esta micotoxina ocorre naturalmente em diversos produtos vegetais, como cereais, café em 

grão, cacau, especiarias, arroz, milho e frutos secos. Foi detetada em produtos à base de 

cereais, café, vinho, cerveja e sumo de uva, mas também em produtos de origem animal, 

como rim de porco e peixe (Qualfood, 2021). 

 

➢ Patulina  

A patulina é um metabolito tóxico produzido por algumas espécies de bolores do género 

Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces, que crescem em frutos, incluindo maçãs, peras, uvas 

e outras frutas, mas o mais frequente no contexto da produção alimentar humana é o P. 

expansum, um patogeno que afeta maçãs e pêras (Viegas, 2009).  

A patulina foi encontrada em muitas frutas, produtos hortícolas, cereais e outros alimentos 

com bolor, mas as principais fontes de contaminação são as maçãs e os produtos à base de 

maçã (Qualfood, 2021). 

 

As doenças transmitidas pelos alimentos são uma grande preocupação para os 

consumidores, para a indústria alimentar e para as autoridades de saúde. Com a crescente 

preocupação dos consumidores acerca do uso de conservantes usados nos alimentos, tem 

havido um aumento da procura de  produtos naturais que podem servir como conservantes 

alternativos de alimentos (Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 2010). Alguns destes compostos são 

derivados de uma variedade de fontes naturais, uma vez que, já foi demostrado que certos 

compostos provenientes das plantas alimentícias apresentam propriedades antimicrobianas 

(Gyawali e Ibrahim, 2012, 2014; Hayek, Rabin e Ibrahim, 2013; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 

2010).  
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III. Materiais e Métodos  

1. Extratos de Feijão-frade Utilizados  

Para este trabalho, as amostras analisadas de Feijão-frade (Vigna unguiculata) 

correspondentes a cinco variedades diferentes foram obtidas de produtores locais. As suas 

referências e características encontram-se descritas na Tabela 2. Os extratos obtidos a partir 

destas variedades foram preparados e armazenados, até à sua utilização, na Unidade de 

Biotecnologia e Recursos Genéticos, Instituto Nacional de Investigação Agrária e Veterinária 

(INIAV) Oeiras. 

 

Tabela 2 – As cinco variedades de Feijão-frade, fonte dos extratos utilizados. 

 

Referência Origem Cor do Grão Cor do hilo  

1E Variedade comercial Fradel Branco/Creme Preto 

 

3E Sátão/Viseu Salmão/Barrento Castanho/Preto 

 

5V Vale Pedro, Vila Maior/Viseu Preto/Cinza a) 

 

9L Lardosa/Castelo Branco Branco/Creme Acastanhado/Esverdeado 

 

13B 

Banco Português de 

Germoplasma Vegetal 

(Guarda) 

Salmão/Barrento Castanho/Preto 

 

a) Não é possível visualizar. 
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A partir destas cinco variedades, a determinação da atividade antimicrobiana foi feita para 

extratos de grão (colhido há cerca de um ano, amadurecido na planta e mantido a -20 ºC até 

à sua utilização), folhas (de plantas jovens extraídas logo após a secagem a 65 ºC em estufa) 

e vagens (seca naturalmente na planta, e usada nas semanas seguintes após a recolha do 

grão). 

 

➢ Otimização da obtenção dos Extratos Fenólicos  

A necessidade de utilização de extratos fenólicos concentrados nos ensaios de atividade 

antimicrobiana, impôs a necessidade de testar diferentes concentrações de dimetilsulfóxido 

(DMSO) para a solubilização dos extratos hidroalcoólicos bem como de avaliar o seu impacto 

sobre a viabilidade microbiana. 

Os extratos foram realizados com grão, vagem ou folha secos, moídos (Cyclone Mill Twister, 

Retsch, Alemanha) a 14000 rpm em farinha com partículas de diâmetro 0,8 mm e armazenada 

a -20 °C até à preparação dos extratos fenólicos. 

Os extratos fenólicos foram preparados de acordo com Lin et al. (2008), com ligeiras 

alterações. Sucintamente, 15 g de farinha foram combinadas com uma de solução etanol:água 

(50:50 v/v) numa proporção 1:4 (g:mL), seguindo-se agitação com vórtex durante 4 minutos e 

sonicação (Digital Ultrasonic Cleaner, Argo Lab, Carpi MO, Itália) por 60 minutos a 25 °C. A 

mistura foi centrifugada a 7000 rpm (Sorvall ST 16, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) 

por 15 minutos. O extrato (sobrenadante) foi filtrado com papel de filtro 6 μm 90 mm (Grade 

1F, Munktell, Sweden). Todos os extratos finais foram concentrados por secagem (Acid-

Resistant CentriVap Concentrator, Labconco, Kansas, MO, EUA) e ressuspendidos em  0,7 

mL de etanol:água (50:50 v/v). Os extratos foram filtrados com filtro CA 0,20 μm 25 mm 

(CHROMAFIL Xtra PTFE-20/25, Macherey-Nagel, Germany) e armazenados a -20 °C até 

análise. Este trabalho foi realizado nas instalações do INIAV pela Doutora Cátia Nunes, 

responsável pelo projeto CoHeSus. 

 

➢ Teor Fenólico dos Extratos 

Na Tabela 3 estão indicados os teores fenólicos dos extratos de grão, folhas e vagens das 

cinco variedades de Feijão-frade analisadas.  
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Tabela 3 – Teor Fenólico de extratos de Feijão-frade (grão, folha e vagem). 

 
Concentração de Fenóis (mg equivalentes de ácido gálico/100g massa 

seca) nos extratos 

Variedades Grão Folha Vagem 

1E 70,5 339,2 516,7 

3E 263,7 339,2 569,2 

5V 219,9 339,2 405,9 

9L 64,0 339,2 877,2 

13B 257,5 339,2 868,7 

 (Cátia Nunes, comunicação pessoal) 

 

2. Microrganismos utilizados  

Neste trabalho foram utilizadas estirpes de bactérias patogénicas e não patogénicas de 

origem alimentar, gram-positivas (Listeria monocytogenes e Listeria innocua) e gram-

negativas (Salmonella e Escherichia coli), assim como fungos filamentosos (Penicillium 

expansum, Aspergillus flavus e Aspergillus niger). Os microrganismos utilizados foram 

provenientes de coleções do Laboratório de Microbiologia (ISA/ULisboa), incluindo a CBISA 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Estirpes microbianas utilizadas.  

Referência CBISAa Espécie 

3008 Listeria innocua = NCTC11288b = ATCC33090c 

3001 Listeria monocytogenes serovar 4b = NCTC11994b = CECT4032d 

3965 Escherichia coli B 

3969 Salmonella enterica serovar Typhimurium = ATCC14028c 

 Penicillium expansum 

 Aspergillus flavus 

 Aspergillus niger 

(a) CBISA – Coleção de Bactérias do Instituto Superior de Agronomia;  (b) NCTC – National Collection of Type 

Cultures; (c) ATCC – American Type Culture Collection; (d) CECT – Colección Española de Cultivos Tipo 

  

As culturas bacterianas utilizadas encontram-se congeladas -80 °C na CBISA, Laboratório de 

Microbiologia (ISA/ULisboa). 

As culturas, a partir de -80 °C, foram inoculadas em placas de TSA-YE,  e incubadas durante 

a noite a 37 °C, de modo a obter colónias isoladas.  Posteriormente, a partir de colónias 
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isoladas, preparou-se uma coleção de trabalho em TSA-YE semissólido. Esta coleção de 

trabalho foi mantida a 4 °C até utilização.  

 

3. Meios de Cultura e Soluções  

3.1. Meios Líquidos  

• Mueller-Hinton (MH) – Para um litro de meio, pesou-se 21 g de meio MH (Biokar 

Diagnostics, Beauvais, França) e dissolveu-se em 1 L  de água destilada, num frasco 

Schott. Seguidamente, procedeu-se à sua esterilização em autoclave durante 15 

minutos a 121 °C. 

• Potato Dextrose Broth  (PDB) – Para 1 litro de meio, pesou-se 26,5 g de meio PDB 

(Condalab, Madrid, Espanha) e dissolveu-se em 1 L de água destilada, num frasco 

Schott. Seguidamente, procedeu-se à sua esterilização em autoclave durante 15 

minutos a 121 °C.  

 

3.2. Meios Sólidos  

• PALCAM – Pesou-se 68,9 g de meio “PALCAM Listeria – Selective agar” (base) 

(Biokar Diagnostics, Beauvais, França), desidratado e, dissolveu-se, num frasco 

Schott, em 1 L de água destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio obtido 

em autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. Após a esterilização, procedeu-se ao 

arrefecimento do meio em banho termostatizado até 50-55 °C. Antes de se proceder 

à distribuição por caixas de Petri foi adicionado o suplemento seletivo do meio (Biokar 

Diagnostics, Beauvais, França). Por cada meio litro de meio PALCAM foi adicionado 

um frasco de suplemento dissolvido em 5 mL de água destilada, previamente 

esterilizada, seguidamente, procedeu-se à distribuição em caixas de Petri, em câmara 

de fluxo laminar. Conservou-se a 4 °C até utilização.  

• Plate Count Agar (PCA) – Para a preparação de um litro deste meio, procedeu-se à 

pesagem de 20,5 g de “Gelose pour denombrement - enumeration of total 

microorganisms” (Biokar Diagnostics, Beauvais, França) e, dissolveu-se, num frasco 

Schott, em 1 L de água destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio em 

autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. Após esterilização, procedeu-se ao seu 

arrefecimento em banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida, distribuiu-se por 

caixas de Petri, numa câmara de fluxo laminar. 

• Potato Dextrose Agar (PDA) – O procedimento de preparação deste meio foi idêntico 

ao do meio líquido (PDB), tendo sido adicionado a este meio ágar a 1,5-2% (m/v) 
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(Condalab, Madrid, Espanha), dissolvendo-se por sua vez num litro de água destilada. 

Após a esterilização em autoclave, durante 15 minutos a 121 °C, arrefeceu-se em 

banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida foi feita a distribuição por caixas de 

Petri, em câmara de fluxo laminar. 

• Tryptone-Bile-Glucuronate (TBX) – Para preparar um litro deste meio, pesou-se 30,6 

g de “Gelose Tryptone-Bile-Glucuronate - enumeration of positive Escherichia coli β-

D-glucuronidase” (Biokar Diagnostics, Beauvais, França)  e, dissolveu-se, num frasco 

Schott, em 1 L de água destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio em 

autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. Após esterilização, procedeu-se ao seu 

arrefecimento e distribuição em placas, como anteriormente indicado.   

• Tryptone Soya Agar-Yeast Extract (TSA-YE) – Pesou-se 30 g de meio TSB (Tryptone 

Soya Broth) liofilizado (Biokar Diagnostics, Beauvais, França), 6 g de extrato de 

levedura (Biokar Diagnostics, Beauvais, França) e 20 g de ágar (CE Roeper 

Hamburgo, Alemanha) e, dissolveu-se, num frasco Schott, em 1 L de água destilada 

previamente aquecida. Seguidamente, efetuou-se a esterilização, arrefecimento e 

distribuição por caixas de Petri, como anteriormente indicado.   

• XLD Agar – Pesou-se 52,9 g de meio “Gelose XLD (ISO 6579-1) – Detection de 

Salmonella” (Biokar Diagnostics, Beauvais, França) para um balão volumétrico 

esterilizado, por meio de uma colher esterilizada. Utilizando uma proveta esterilizada, 

mediu-se 1 L de água destilada esterilizada, que se adicionou posteriormente ao balão 

volumétrico. De seguida, por meio de uma placa de aquecimento, procedeu-se ao 

aquecimento do meio até ebulição. Durante o aquecimento foi necessário haver 

agitação constante do meio, através de um agitador magnético. Após a dissolução, 

procedeu-se ao seu arrefecimento em banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida, 

distribuiu-se por caixas de Petri, em câmara de fluxo laminar. 

 

3.3. Soluções  

• Solução de Ringer (SR) – Para preparar a solução de Ringer colocou-se uma pastilha 

de Ringer (Biokar Diagnostics, Beauvais, França) em 500 mL de água destilada e 

agitou-se lentamente até à completa dissolução. Para facilitar a dissolução recorreu-

se a um banho de ultrassons. Por fim, esterilizou-se a solução em autoclave durante 

15 minutos a 121 °C. 

• Tween 80 a 0,01% (v/v) – Para preparar a solução de Tween 80 adicionou-se o 

detergente Tween 80 (Fisher Scientific, Nova Iorque, E.U.A.) numa concentração de 
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0,01% (v/v) em água destilada. Por fim, esterilizou-se a solução em autoclave durante 

15 minutos a 121 °C. 

 

4. Preparaçãos de Inóculos  

4.1. Suspensões de Bactérias  

Os inóculos bacterianos foram preparados em meio MH, recolhendo as colónias necessárias 

de placas de TSA-YE incubadas durante a noite, de modo que, a concentração do inóculo 

fosse, aproximadamente, 1106 UFC/mL, sujeita a confirmação, posterior. 

 

Confirmação da Concentração do Inóculo  

A concentração do inóculo foi confirmada através do método das gotas (25 µL)  (spot plating) 

à superfície de meio TSA-YE. As diluições foram efetuadas de modo a obterem-se spots 

contáveis (10-50 UFC/spot). Nomeadamente, efetuaram-se diluições decimais do inóculo em 

SR, até 10-5 e utilizaram-se depois as diluições 10-2 a 10-5 para os spots. Os spots 

correspondentes a estas quatro diluições decimais consecutivas, foram feitos em 

quadruplicado.   

 

4.2. Suspensões de Conídios  

Condições de crescimento dos fungos 

Os discos miceliais dos fungos utilizados, com cerca de 5 mm de diâmetro, encontravam-se 

em stock em água esterilizada a 4 °C.  

Placas de PDA foram inoculadas com os respetivos discos miceliais de P. expansum, A. flavus 

e A. niger.  

Após a inoculação, as placas foram incubadas a 25 °C durante cerca de 5 dias, de modo que, 

o crescimento micelial atingisse, quase na sua totalidade, a periferia das placas de PDA.  

 

Preparação de suspensões  

As suspensões de conídios dos fungos (P. expansum, A. flavus e A. niger) foram preparadas 

a partir das referidas culturas de cinco dias em PDA. Procedeu-se primeiro à lavagem do 

micélio, começando por se inundar as placas com Tween 80 (0,01% (v/v)). Seguidamente, 

procedeu-se à raspagem superficial do micélio, com o auxílio de um espalhador de aço 
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inoxidável, de modo a promover o desalojamento dos conídios. A suspensão resultante foi 

filtrada por um funil esterilizado, com três folhas de gaze esterilizada. O filtrado, contendo os 

conídios, foi recolhido num tubo Falcon de 50 mL. Em seguida, os conídios da suspensão 

foram contados por meio de hemocitómetro (Neubauer Improved Hirschmann Technicolor), 

de forma a ajustar a concentração da suspensão stock dos esporos para 1106 esporos/mL. 

Quando necessária, foi utilizada água destilada esterilizada para ajustar a concentração.  

Após obtenção das suspensões stock, estas foram mantidas a 4 °C até utilizações futuras. 

 

5. Avaliação da Atividade Antimicrobiana  

A avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos do Feijão-frade (grão, vagem e folha), 

baseou-se na determinação da concentração mínima inibitória (MIC – Minimum Inhibitory 

Concentration) e/ou na determinação da concentração mínima bactericida (MBC - Minimum 

Bactericidal Concentration). Os valores apresentados de MIC e MBC são referentes à 

concentração de compostos fenólicos dos extratos (mg equivalentes de ácido gálico/mL de 

extrato). A determinação da MBC é complementar à determinação da MIC, uma vez que o 

valor da MIC corresponde à concentração mais baixa do agente antimicrobiano que inibe o 

crescimento, enquanto que a MBC indica a concentração mínima de agente antimicrobiano 

que induz a morte microbiana, após remoção do agente (CLSI, 1999, 2018). 

A MIC foi assim definida como a concentração mais baixa do agente que impede o 

crescimento microbiano visível, após 24 h ou 48 h de incubação, para bactérias e fungos, 

respetivamente. Para as bactérias, a MIC foi determinada desta forma sempre que as 

características dos extratos (viscosos e pigmentados) o permitiram. No entanto, a mudança 

de cor nos extratos nem sempre representou crescimento bacteriano. Sempre que as 

características dos extratos dificultaram a perceção do crescimento bacteriano, utilizou-se 

como critério para a MIC uma redução logarítmica superior a 1 log (90% de redução de 

viabilidade) (Shirazi et al., 2014; Singh et al., 2011; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 2010) e inferior 

a 3 log. 

A MBC foi definida como a concentração mais baixa do agente que resulta na morte 

bacteriana, após remoção do agente. Neste trabalho, de acordo com Akinjogunla et al. (2021), 

CLSI (1999), Parreira et al. (2017) e Quadros, de et al. (2011) utilizou-se como critério para a 

MBC uma redução logarítmica igual ou superior a 3 log (99,9% de redução de viabilidade 

microbiana).  
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5.1. Determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

A avaliação da suscetibilidade dos microrganismos aos extratos de Feijão-frade foi efetuada, 

em microplacas P96 (BioScience, Kremsmünster, Áustria) (Figura 2), de acordo com 

Lourenço, Neves e Brito (2009) baseado no “Microdillution broth method” (NCCLS, 2002). As 

microplacas previamente preparadas com o gradiente do agente biocida (100 µL/poço) foram 

adicionadas de igual volume do inóculo, de modo a obter-se uma concentração final de cerca 

de 5105 UFC/mL. 

 

5.1.1. Bactérias  

A avaliação da suscetibilidade de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella 

Typhimurium aos extratos de Feijão-frade foi feita em meio de cultura Mueller Hinton. 

Assim sendo, primeiro distribuiu-se pelos poços, das linhas B a H, nas colunas 5 a 8, 100 µL 

de meio MH (Figura 2). De seguida adicionaram-se 100 µL do extrato de Feijão-frade, em 

análise, nos poços das linhas A e B, nas mesmas colunas. Da linha B, retiraram-se 100 µL, 

de cada poço, efetuando-se passagens sucessivas de 100 µL até à linha G (Figura 2). Os 100 

µL retirados de cada poço da linha G foram rejeitados ficando, assim, todos os poços das 

microplacas com um volume de 100 µL. Por fim, inocularam-se as colunas 5 a 7 das linhas A 

a H, com 100 µL de suspensão de células de bactérias. Na coluna 8 (controlo de esterilidade 

do meio) em vez de se colocar a suspensão de bactérias, colocou-se 100 µL de MH em cada 

poço das linhas A a H (Figura 2). Para prevenir a evaporação do meio durante a incubação 

(24 horas a 37 °C), que conduziria à alteração das concentrações estabelecidas para cada 

poço, a todos os micropoços livres foi adicionado 200 µL de água esterilizada.  

Para cada microrganismo, realizou-se um ensaio para cada extrato da variedade de Feijão-

frade em análise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), com 3 réplicas técnicas em cada microplaca.  
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Figura 2 – Representação duma microplaca de 96 poços. 

 

5.1.2. Fungos  

O procedimento para a avaliação da suscetibilidade de P. expansum, A. flavus e A. niger aos 

extratos de Feijão-frade, foi semelhante ao descrito no ponto anterior (5.1.1), sendo que o 

tempo de incubação foi de 48 horas, a temperatura de incubação de 25 °C e o meio de cultura 

utilizado foi o PDB.  

 

Uma vez que os extratos de Feijão-frade se encontravam ressuspendidos em DMSO, foi 

também necessário avaliar a suscetibilidade dos microrganismos em estudo ao DMSO. O 

procedimento foi semelhante ao descrito anteriormente (5.1.1 e 5.1.2), exceto que os extratos 

de Feijão-frade foram substituídos por DMSO. 

 

5.2. Determinação da Concentração Mínima Bactericida (MBC) 

A Concentração Mínima Bactericida (MBC) foi determinada a partir dos ensaios das MICs em 

microplaca, por inoculação em placas de meio adequado sem o agente em teste (CLSI, 1999, 

2018). 

Assim, os poços que não apresentaram crescimento bacteriano visível, e/ou os poços 

suspeitos, foram inoculados em placas de meio TSA-YE e/ou meio seletivo e diferencial para 

a bactéria em teste e incubadas durante  24 horas a 37 °C.  
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5.2.1. Listeria innocua e Listeria monocytogenes 

No caso de L. innocua e de L. monocytogenes, foram transferidos 100 μL de cada poço, da 

microplaca dos MICs, após incubação e observação dos resultados, para placas de TSA-YE 

e placas de PALCAM. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas, após o que se 

procedeu à contagem de UFCs. 

 

5.2.2. Escherichia coli  

Em relação a E. coli, de forma semelhante, foram transferidos 100 μL de cada poço da 

microplaca MIC, para placas de TSA-YE e placas de TBX. As placas foram incubadas a 37 

°C durante 24 horas.  

 

5.2.3. Salmonella Typhimurium 

A determinação da MBC para a Salmonella foi efetuada como anteriormente indicado sendo 

que a partir das microplacas se inocularam placas de XLD. As placas foram incubadas a 37 

°C durante 24 horas.  

 

6. Interpretação dos resultados  

Na determinação das MICs, quando pelo menos duas das três réplicas não apresentavam 

crescimento visível (Lourenço, Neves e Brito, 2009), ou quando duas das três réplicas 

apresentavam uma redução na viabilidade superior a 1 log e inferior a 3 log, o resultado era 

considerado negativo (inibição do crescimento).  

Na determinação das MBCs, quando pelo menos duas das três réplicas apresentavam uma 

redução na viabilidade superior a 3 log, o resultado era considerado negativo (morte 

microbiana).  
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IV. Resultados e Discussão  

1. Teor de Compostos Fenólicos nos Extratos de Feijão-frade 

Utilizados  

Vários estudos demostram que o teor fenólico do Feijão-frade varia consoante o país de 

origem (Marathe et al., 2011; Sombié et al., 2018). A variabilidade obtida é devida à 

diversidade genética do grão (Carvalho et al., 2017), originando não só diferenças no 

conteúdo fenólico total, mas também na composição fenólica (Awika e Duodu, 2017). Sendo 

que é no tegumento onde se encontra a maior concentração de compostos fenólicos, a sua 

concentração é, também, variável conforme as variedades analisadas (Awika e Duodu, 2017; 

Sombié et al., 2018). 

A elevada variabilidade na composição poderá também ser influenciada por fatores como o 

método e as condições em que foi realizada a extração (por exemplo, o solvente utilizado, a 

temperatura e o pH) (Wolff, Silveira e Lazzarotto, 2019). 

O teor fenólico apresentado foi mais elevado nas vagens, que variou entre 405,9 e 877,2 

mg/100g, seguindo-se as folhas, 339,2 mg/100g e, por fim, o grão onde o teor fenólico variou 

entre 64,0 e 263,7 mg/100g.   

Em relação às folhas, não houve nenhuma variedade que se destacasse uma vez que o teor 

fenólico não variou entre as variedades (Tabela 3). Relativamente ao teor fenólico das vagens, 

a variedade 9L foi a que se destacou com um teor fenólico mais elevado, seguindo-se a 

variedade 13B. Em contrapartida, foi a variedade 5V que apresentou menor teor fenólico 

(Tabela 3).  No caso do grão, o teor fenólico foi mais elevado na variedade 3E, seguindo-se a 

variedade 13B. As variedades 1E e 9L, são as variedades que apresentaram menor teor 

fenólico (Tabela 3).  

Verifica-se, então, que o teor fenólico varia consoante a parte da planta e que o facto de uma 

variedade apresentar maior teor fenólico no grão, não implica que apresente maior teor 

fenólico nas vagens, por exemplo.  

 

2. Avaliação da Atividade Antimicrobiana  

Para a determinação da atividade antimicrobiana dos extratos de Feijão-frade realizaram-se  

ensaios controlo, uma vez que os extratos se encontravam dissolvidos em DMSO. Verificou-

se que quer o DMSO a 5% quer a 10% não inibiam o crescimento bacteriano. No entanto, 

estas duas concentrações de DMSO inibiram o crescimento dos fungos (Figura 3). 
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Figura 3 – Controlo do DMSO em relação aos fungos utilizados.  

 

Como foi referido anteriormente a avaliação da atividade antimicrobiana do Feijão-frade foi 

analisada em extratos de grão, vagens secas e folhas jovens. Para cada tipo de extrato foram 

analisadas quatro a cinco variedades de Feijão-frade, que foram selecionadas de acordo com 

os objetivos do projeto CoHeSus. Os resultados obtidos serão apresentados por ordem 

crescente de atividade antimicrobiana obtida: extratos de grão < vagem seca < folha jovem.  

Os extratos de grão analisados (variedades 1E, 3E, 9L e 13B) não apresentaram qualquer 

tipo de atividade contra as bactérias, L. innocua e E. coli, nem contra P. expansum. No 

entanto, extratos de grão têm vindo a ser referidos como fonte de atividade antimicrobiana 

contra patogenos alimentares (Abdel-Shafi et al., 2019; Ashraduzzaman et al., 2016; Carvalho 

et al., 2001; Chikane, Parwate e Ingle, 2010; Thery e Arendt, 2018). Estes resultados podem 

dever-se aos diferentes métodos de extração utilizados, nomeadamente, n-hexano usado 

como solvente por aqueles autores. Variáveis como o tempo, temperatura, intensidade de 

agitação, tamanho das partículas e proporção soluto-solvente, influenciam a qualidade dos 

extratos obtidos, não esquecendo que a complexidade da matriz vegetal influencia também a 

eficácia da extração (Wolff, Silveira e Lazzarotto, 2019). Para além do método de extração 

influenciar os resultados obtidos, o método de análise da atividade antibacteriana é outra 

variável a considerar.   

Já os extratos de vagem apresentaram alguma atividade antibacteriana (ver 2.1), mas 

nenhuma atividade antifúngica.  

Os extratos de folhas foram aqueles que apresentaram os resultados mais promissores, uma 

vez que apresentaram quer atividade antibacteriana, quer atividade antifúngica contra  P. 
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expansum. A atividade antifúngica dos extratos de folhas apenas foi avaliada com uma 

variedade (9L) e a MIC verificada para P. expansum foi 18,1 mg/mL. A. flavus e A. niger não 

apresentaram qualquer tipo de inibição (ver 2.2).  

 

Os resultados em bruto relativos aos extratos de vagem e folha encontram-se no Anexo I e 

II, respetivamente.  

 

2.1. Extratos de Vagem  

Ao contrário do que se verificou com os extratos de grão, os extratos de vagens secas 

apresentaram alguma atividade antibacteriana embora nenhuma atividade antifúngica.   

 

Bactérias  

MIC 

A MIC foi determinada visivelmente sempre que possível, ou na sua impossibilidade por uma 

redução da viabilidade microbiana superior a 1 log, mas inferior a 3 log. Os resultados relativos 

às MICs das cinco variedades em análise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), em relação a L. innocua, L. 

monocytogenes, E. coli e Salmonella, encontram-se na Tabela 5.  

 

Tabela 5 – MIC dos extratos de vagem das cinco variedades em teste (1E, 3E,5V, 9L e 13B) 

(mg/mL), para L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella. 

  MIC (mg/mL) 

Bactérias 
Extratos de Vagem das Variedades 

1E 3E 5V 9L 13B 

L. innocua 12,9 14,2 5,1 21,9 - 

L. monocytogenes 36,9 20,4 29,0 31,4 62,1 

E. coli 51,7 56,9 10,1 87,7 46,5 

Salmonella 73,9 20,4 29,0 62,7 62,1 

Legenda: (-) Não houve inibição com a concentração mais elevada em teste. 

 

Em geral, a MIC dos extratos de vagem diferiu com a bactéria e com a variedade em teste. 

No entanto, destacaram-se as variedades 3E e 5V uma vez que apresentaram melhor 
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capacidade inibitória (valores de MIC mais baixo) (Tabela 5). O extrato 3E apresentou 

resultados promissores para as bactérias patogénicas. 

As bactérias gram-positivas foram, em geral, mais suscetíveis do que as bactérias gram-

negativas (Tabela 5).   

A redução logarítmica associada às MICs encontra-se na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Redução logarítmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e 

Salmonella, em relação às MICs, com os extratos de vagem das cinco das variedades em 

estudo (1E, 3E, 5V, 9L e 13B). 

 Redução logarítmica (Log) 

Bactérias 

Extratos de Vagens das Variedades 

1E 3E 5V 9L 13B 

I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ 

L. innocua 6,2 4,2 2,0 6,2 4,1 2,1 6,2 4,3 1,9 6,2 4,6 1,6 - 

L. monocytogenes 6,8 1,5 5,3 6,8 4,4 2,4 6,8 0,0 6,8 6,8 4,4 2,4 6,8 0,0 6,8 

E. coli 6,3 1,0 5,3 6,3 0,0 6,3 6,3 4,3 2,0 6,3 0,0 6,3 7,6 3,9 3,7 

Salmonella 6,7 4,8 1,9 6,7 4,7 2,0 6,7 0,0 6,7 6,7 1,0 5,7 6,7 1,6 5,1 

Legenda: I e F – Concentração inicial (I) e final (F) em log UFC/mL; ∆ - Variação; (-) Não houve inibição com a concentração 

mais elevada em teste; Negrito – Redução logarítmica total. 

Nota: Nos casos em que não houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de cálculo 1 UFC/mL. 

 

MBC 

A atividade antibacteriana foi avaliada em extratos de vagem das cinco variedades em teste. 

As MBCs obtidas, em relação a L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella 

encontram-se na Tabela 7. 
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Tabela 7 – MBC dos extratos de vagem das cinco variedades em teste (1E, 3E,5V, 9L e 

13B) (mg/mL), para L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella. 

  MBC (mg/mL) 

Bactérias 
Extratos  de Vagem das Variedades 

1E 3E 5V 9L 13B 

L. innocua 25,8 28,5 20,3 43,9 - 

L. monocytogenes 39,6 40,7 29,0 62,7 62,1 

E. coli 51,7 56,9 40,6 87,7 46,5 

Salmonella - 40,7 29,0 62,7 62,1 

Legenda: (-) Não houve inibição com a concentração mais elevada em teste  

 

As MBCs dos extratos de vagem variam com a bactéria e com a variedade de Feijão-frade 

em teste. Foi a variedade 5V que apresentou valores de MBC mais baixos (Tabela 7).  

Em geral, verificou-se que as duas bactérias gram-positivas foram mais suscetíveis aos 

extratos de vagens secas do que as duas bactérias gram-negativas. Para as bactérias gram-

positivas a MBC variou de 20,3 a 62,7 mg/mL, e para as bactérias gram-negativas de 29,0 a 

87,7 mg/mL.  

Em relação às bactérias gram-positivas, a bactéria não patogénica, L. innocua, foi mais 

suscetível do que L. monocytogenes. O mesmo não se verificando com as bactérias gram-

negativas. Salmonella foi mais suscetível que E. coli, não patogénica.  

O conhecimento da redução logarítmica associada às MBCs verificadas para as bactérias em 

estudo pode auxiliar a compreender a atividade antimicrobiana das variedades analisadas. 

Na Tabela 8 estão apresentadas as respetivas reduções logarítmicas. 
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Tabela 8 – Redução logarítmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e 

Salmonella, em relação às MBCs, com os extratos de vagem das cinco das variedades em 

estudo (1E, 3E, 5V, 9L e 13B). 

 Redução logarítmica (Log) 

Bactérias 

Extratos de Vagens das Variedades 

1E 3E 5V 9L 13B 

I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ 

L. innocua 6,2 0,0 6,2 6,2 2,1 4,1 6,2 2,3 3,9 6,2 1,6 4,6 - 

L. monocytogenes 6,8 1,5 5,3 6,8 0,0 6,8 6,8 0,0 6,8 6,8 0,0 6,8 6,8 0,0 6,8 

E. coli 6,3 1,5 4,8 6,3 0,0 6,3 6,3 0,0 6,3 6,3 0,0 6,3 7,6 3,9 3,7 

Salmonella - 6,7 0,0 6,7 6,7 0,0 6,7 6,7 1,0 5,7 6,7 1,6 5,1 

Legenda: I e F – Concentração inicial (I) e final (F) em log UFC/mL; ∆ - Variação; (-) Não houve inibição com a concentração mais 

elevada em teste; Negrito – Redução logarítmica total. 

Nota: Nos casos em que não houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de cálculo 1 UFC/mL. 

 

Alguns extratos levaram à redução logarítmica total (valores a negrito na Tabela 8). 

É possível observar que foram as variedades 3E e 5V que apresentaram os resultados mais 

promissores, uma vez que, as reduções verificadas para três das quatro bactérias estudadas 

foram totais. L. monocytogenes foi a bactéria mais suscetível, apresentando redução total com 

quatro dos cinco extratos em teste. 

Em geral, a MIC foi igual à MBC (Tabela 5 e 7).  

 

2.2. Extratos de Folha  

Bactérias  

MIC 

Os resultados obtidos relativos às MICs das bactérias em estudo, L. innocua, L. 

monocytogenes,  E.coli e Salmonella, relativamente aos quatro extratos em análise (1E, 3E, 

9L e 13B), encontram-se na Tabela 9. 
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Tabela 9 – MIC dos extratos de folha das quatro variedades em teste (1E, 3E, 9L e 13B) 

(mg/mL), para L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella. 

  MIC (mg/mL) 

Bactérias 
Extratos de Folha das Variedades 

1E 3E 9L 13B 

L. innocua 1,1 1,1 2,3 1,1 

L. monocytogenes 1,1 1,1 2,3 2,3 

E. coli 9,1 9,1 9,1 9,1 

S. Typhimurium 4,5 9,1 9,1 9,1 

 

As MICs dos extratos de folhas variam com a bactéria, mas não variam muito de variedade 

para variedade de Feijão-frade. As variedades 1E e 3E foram as que apresentaram melhor 

capacidade de inibição das bactérias em estudo (valores de MIC mais baixo) (Tabela 9). A 

variedade 1E destacou-se uma vez que apresentou o valor de MIC mais baixo para S. 

Typhimurium.  

Ao comparar as variedades 1E e 3E, verificou-se também que as bactérias gram-positivas 

são mais suscetíveis que as bactérias gram-negativas, o mesmo acontecendo com as outras 

variedades.  

As reduções logarítmicas associadas às MICs encontram-se na Tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Página | 46  
 

Tabela 10 – Redução logarítmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e 

Salmonella, em relação às MICs, com os extratos de folha das quatro das variedades em 

estudo (1E, 3E, 9L e 13B). 

 Redução logarítmica (Log) 

Bactérias 

Extratos de Folha das Variedades 

1E 3E 9L 13B 

I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ 

L. innocua 6,5 3,9 2,6 6,5 3,8 2,7 6,5 2,0 4,5 6,5 2,2 4,3 

L. monocytogenes 6,5 4,7 1,8 6,5 3,2 3,3 7,2 4,4 2,8 6,5 0,0 6,5 

E. coli 7,2 0,0 7,2 7,2 0,0 7,2 7,4 2,2 5,2 7,4 0,0 7,4 

Salmonella 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 

Legenda: I e F – Concentração inicial (I) e final (F) em log UFC/mL; ∆ - Variação; Negrito – Redução logarítmica 

total. 

Nota: Nos casos em que não houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de cálculo 

1 UFC/mL. 

 

MBC 

A avaliação da suscetibilidade das bactérias foi avaliada em extratos de folhas das variedades 

1E, 3E, 9L e 13B. Os resultados relativos às concentrações mínima bactericida (MBC), em 

relação a L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella, encontram-se na Tabela 11. 

 

Tabela 11 – MBC dos extratos de folha das quatro variedades em teste (1E, 3E, 9L e 13B) 

(mg/mL), para L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella. 

 MBC (mg/mL) 

Bactérias 
Extratos de Folha das Variedades 

1E 3E 9L 13B 

L. innocua 2,3 2,3 2,3 1,1 

L. monocytogenes 2,3 1,1 4,5 2,3 

E. coli 9,1 9,1 9,1 9,1 

Salmonella 4,5 9,1 9,1 9,1 

 

Quando comparadas com as MBCs dos extratos de vagem (Tabela 7), verifica-se que os 

extratos de folha apresentam uma melhor atividade antibacteriana (Tabela 11). 
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As MBCs dos extratos de folhas diferem com as bactérias, mas não diferem muito de 

variedade para variedade, sendo para L. monocytogenes que ocorreu variação. Nos outros 

casos, as atividades obtidas com os extratos de folhas das quatro variedades foram muito 

semelhantes.  

Tal como se verificou com os extratos de vagem secas (Tabela 7), as bactérias gram-positivas 

foram mais suscetíveis aos extratos de folhas jovens que as bactérias gram-negativas (Tabela 

11). Para as bactérias gram-positivas a MBC variou de 1,1 a 4,5 mg/mL, e para as bactérias 

gram-negativas de 4,5 a 9,1 mg/mL.  

 

Esta diferença de suscetibilidade ocorre a nível estrutural, uma vez que as bactérias gram-

negativas apresentam uma maior resistência aos extratos. As bactérias gram-negativas 

apresentam na sua parede celular uma membrana externa, composta por uma bicamada 

fosfolipídica e proteínas, sendo a parte externa desta membrana composta por 

lipopolissacáridos (Brown et al., 2015). A presença dos LPS impede que os compostos 

fenólicos se liguem à camada de peptidoglicano (Cui et al., 2012), conferindo as estas 

bactérias uma maior resistências aos compostos fenólicos (Nohynek et al., 2006). A fraca 

atividade demonstrada pelos extratos contra as bactérias gram-negativas pode também ser 

devida às características lipofílicas apresentadas por certos compostos nos extratos (Brown 

et al., 2015; Cui et al., 2012; Hisano et al., 2012; Nazzaro et al., 2013). De facto, com a 

diminuição da hidrofobia dos compostos fenólicos verifica-se uma menor afinidade para a 

bicamada lipídica das bactérias gram-negativas, ou seja, uma menor redução da viabilidade 

destas bactérias.  

Na Tabela 12 estão apresentadas as reduções logarítmicas associadas às MBCs. 
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Tabela 12 – Redução logarítmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e 

Salmonella, em relação às MBCs, com os extratos de folha das quatro das variedades em 

estudo (1E, 3E, 9L e 13B). 

 Redução logarítmica (Log) 

Bactérias 

Extratos de Folha das Variedades 

1E 3E 9L 13B 

I F ∆ I F ∆ I F ∆ I F ∆ 

L. innocua 6,5 0,0 6,5 6,5 0,0 6,5 6,5 2,0 4,5 6,5 2,2 4,3 

L. monocytogenes 6,5 0,0 6,5 6,5 3,2 3,3 7,2 0,0 7,2 6,5 0,0 6,5 

E. coli 7,2 0,0 7,2 7,2 0,0 7,2 7,4 2,2 5,2 7,4 0,0 7,4 

Salmonella 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 7,4 0,0 7,4 

Legenda: I e F – Concentração inicial (I) e final (F) em log UFC/mL; ∆ - Variação; Negrito – Redução logarítmica 

total. 

Nota: Nos casos em que não houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de cálculo 

1 UFC/mL. 

 

Os resultados obtidos mostram que houve extratos de folhas que levaram à redução total das 

bactérias (Tabela 12). 

O extrato de folha da variedade 1E apresentou os resultados mais promissores, uma vez que, 

as reduções verificadas foram totais para as bactérias estudadas, incluindo as espécies 

patogénicas. Apesar de S. Typhimurium ser uma das bactérias que apresenta uma MBC mais 

elevada é, no entanto, a bactéria em que ocorre uma redução total com todos os extratos em 

teste.  

Comparando as Tabelas 9 e 11, verifica-se também que a MIC é, geralmente, igual à MBC.  

 

De acordo com Shanmughapriya et al. (2008), quando a razão MBC/MIC é ≤2, o agente em 

teste é considerado bactericida, levando, portanto, à morte dos microrganismos. Quando a 

razão MBC/MIC>2, o agente é bacteriostático, ou seja, inibe o crescimento dos 

microrganismos. E se a razão MBC/MIC≥16,0 o agente é considerado ineficaz. A 

determinação desta razão permite, assim, aferir qual o mecanismo de antibiose do composto 

em análise (Parreira et al., 2017). Foi, então, calculada a razão entre a MBC e a MIC para os 

extratos analisados. Na Tabela 13 encontram-se os resultados obtidos, relativos aos extratos 

de vagem e de folha.  
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Tabela 13 – Razão entre MBC e MIC dos extratos de vagem e de folha das variedades em 

análise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B) para L.innocua, L. monocytogenes,  E.coli e Salmonella. 

  Razão MBC/MIC 

Bactérias 

Extratos das Variedades 

1E 3E 5V 9L 13B 

Vagem Folha Vagem Folha Vagem Vagem Folha Vagem Folha 

L. innocua 2 2 2 2 4 2 1 b) 1 

L. monocytogenes 1 2 2 1 1 2 2 1 1 

E. coli 1 1 1 1 4 1 1 1 1 

S. Typhimurium a) 1 2 1 1 1 1 1 1 

a) Não foi possível determinar MBC (redução < 3 log); b) Não houve inibição com a concentração mais elevada em teste. 

 

Em 22 dos 36 casos analisados a MIC obtida corresponde à MBC (MBC/MIC = 1), como 

mencionado anteriormente. De acordo com Shanmughapriya et al. (2008) é, assim, possível 

concluir que os respetivos extratos são bactericidas, sendo portanto uma grande vantagem 

do possível uso destes extratos como conservantes alimentares naturais ou integrando 

desinfetantes de uso alimentar. 

Apenas o extrato de vagem da variedade 5V, é considerado bacteriostático para as bactérias 

não patogénicas em estudo (L. innocua e E. coli) (Tabela 13). 

Os extratos de folhas são bastante promissores como antimicrobianos, uma vez que podem 

ser considerados bactericidas.  

 

A crescente preocupação dos consumidores acerca do uso de conservantes usados nos 

alimentos, bem como o aumento de resistência aos conservantes por parte dos 

microrganismos, levou à procura de produtos naturais como conservantes alternativos de 

alimentos (AlSheikh et al., 2020; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 2010). 

As plantas alimentícias são uma boa fonte destes compostos (Cetin-Karaca e Newman, 2015; 

Elisha et al., 2017; Gonelimali et al., 2018; Gyawali e Ibrahim, 2012, 2014; Hayek, Rabin e 

Ibrahim, 2013; Khalifa et al., 2015). Estas propriedades antimicrobianas podem ser conferidas 

pelos metabolitos secundários sintetizados pelas plantas, como alcalóides, compostos 

fenólicos e terpenóides (Pagare et al., 2015; Rehman e Khan, 2017; Sharma e Kaushik, 2020; 

Shashirekha, Mallikarjuna e Rajarathnam, 2015; Tak e Kumar, 2020), bem como por péptidos 

bioativos (Sitohy et al., 2013; Thery e Arendt, 2018). O Feijão-frade é uma leguminosa que 

tem na sua constituição tanto compostos fenólicos como péptidos bioativos (Awika e Duodu, 
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2017) e, portanto, a atividade antimicrobiana dos seus extratos pode dever-se a estes 

compostos. 

No entanto, os resultados obtidos sugerem que a atividade antimicrobiana dos extratos 

testados neste trabalho se deva, maioritariamente, à presença dos compostos fenólicos e não 

aos péptidos, uma vez que para a obtenção dos extratos foi usado etanol, favorecendo-se, 

assim, a extração compostos fenólicos (Dai e Mumper, 2010). Os péptidos são, normalmente, 

extraídos com n-hexano. Também Ashraduzzaman et al. (2016), Kritzinger, Lall e Aveling, 

(2005), Lenny e Rizky (2020) e Vats et al. (2012) concluíram que as bactérias gram-negativas 

são mais resistentes a extratos fenólicos que as bactérias gram-positivas, devido à interação 

com a parede bacteriana. Kritzinger, Lall e Aveling (2005) verificaram que os extratos de 

Feijão-frade têm potencial para inibir o crescimento de certos patogenos bacterianos e 

fúngicos. Este potencial pode dever-se, assim, aos compostos fenólicos presentes nas folhas 

de Feijão-frade. 

 

Estudos realizados por Kritzinger, Lall e Aveling (2005) concluíram que os extratos de folhas 

de Feijão-frade apresentaram atividade antifúngica na concentração mais elevada, 5 mg/mL, 

contra Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Fusarium equiseti, F. proliferatum. Foi também 

avaliada a atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, B. pumilus, B. subtilis, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae e  Pseudomonas aeruginosa. A atividade antimicrobiana foi avaliada 

por meio de difusão em placas de Petri. A concentração final dos extratos incorporados nas 

placas de Petri variou entre 0,5 a 5 mg/mL. Relativamente à atividade antibacteriana 

concluíram também que as bactérias gram-positivas são mais suscetíveis do que as bactérias 

gram-negativas, uma vez que dentro das bactérias gram-negativas Enterobacter cloacae foi 

a única que apresentou alguma inibição. No entanto, a atividade antibacteriana variou com a 

bactéria em teste (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, B. cereus, B. subtilis e 

Enterobacter cloacae). Esta diferença de atividade pode dever-se às características lipofílicas 

apresentadas por certos compostos dos extratos (Brown et al., 2015; Cui et al., 2012; Hisano 

et al., 2012; Nazzaro et al., 2013).  

Lattanzio et al. (1997), Lattanzio et al. (2000) e Moloto et al. (2020) analisaram as folhas do 

Feijão-frade e concluíram que os compostos fenólicos presentes eram predominantemente 

flavonóis (quercetina e kaempferol) e ácidos fenólicos (ácido p-cumárico, ácido benzoico, 

ácido ferúlico). Concluíram também que os compostos apresentavam atividade 

antimicrobiana contra vários bactérias e fungos patogénicos (Adamczak, Ożarowski e 

Karpiński, 2020; Cueva et al., 2010; Daglia, 2012).  
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As concentrações fenólicas dos extratos utilizados por Kritzinger, Lall e Aveling (2005) são 

semelhantes às dos extratos utilizados no presente trabalho. Será talvez a razão para que os 

resultados obtidos por estes autores sejam semelhantes aos aqui apresentados. No entanto, 

Kritzinger, Lall e Aveling (2005) obtiveram atividade antifúngica contra Alternaria alternata, 

Aspergillus flavus, Fusarium equiseti, F. proliferatum, a qual não foi obtida no presente estudo. 

Em relação à atividade antibacteriana, os resultados estão em concordância com os destes 

autores, uma vez que as concentrações em teste utilizadas por Kritzinger, Lall e Aveling (2005) 

não inibiram E. coli na concentração mais alta em teste (5 mg/mL), e no presente trabalho E. 

coli apresentou valores de MIC de 9,1 mg/mL.   

Em 2012, Vats et al. analisaram a evolução da atividade antimicrobiana do Feijão-frade in 

vitro, sendo os extratos provenientes de plântulas e calos vegetais. Vats et al. (2012) 

verificaram que os extratos analisados apresentaram atividade antimicrobiana  para bactérias 

gram-negativas e bactérias gram-positivas, sendo que Escherichia coli apresentou maior 

suscetibilidade (MIC menor), 110 ± 1,2 μg/mL, seguindo-se Bacillus cereus, 125 ± 0,9 μg/mL, 

Staphylococcus aureus, 138 ± 1,0 μg/mL, Proteus mirabilis, B. subtilis, 150 μg/mL, e 

Pseudomonas aeruginosa, 168 μg/mL. Estes autores concluíram que a atividade 

antibacteriana do extrato podia ser devida ao conteúdo fenólico e flavonóide do calo, e que a 

diferença de atividades se deveu à presença de diferentes compostos existentes em 

concentrações variáveis que afetam adversamente o metabolismo das bactérias.  

Ashraduzzaman et al. (2016) analisaram a atividade antimicrobiana do óleo de sementes de 

Feijão-frade e verificaram que estes extratos apresentaram atividade antimicrobiana, em 

diferentes concentrações, para bactérias gram-positivas (B. megaterium, B. subtilis, Sarcina 

lutea, e Staphylococcus aureus), gram-negativas (E. coli,  Shigella  dysenteriae,  Sh.  sonnei 

e Sh. shiga) e também para fungos (Penicillium spp., Mucor spp. e Candida albicans). 

Ashraduzzaman et al. (2016) propuseram que a atividade antimicrobiana dos extratos 

analisados se poderia dever aos compostos fenólicos presentes no Feijão-frade, uma vez que 

estes compostos têm sido documentados como uma nova forma de inibir o crescimento de 

uma gama muito ampla de microrganismos (Daglia, 2012; Li et al., 2014; T.J. Schmidt et al., 

2012).  

Lenny e Rizky (2020) verificaram também que os extratos das folhas de Feijão-frade inibiam 

o crescimento de Staphylococcus aureus, mas não de Escherichia coli. Esta diferença pode, 

mais uma vez, dever-se ao facto da diferença que existe na estrutura das paredes celulares 

entre gram-positivos e gram-negativos.  
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De acordo com os resultados apresentados, no presente trabalho, S. Typhimurium, apresenta 

maior suscetibilidade que E. coli. No entanto, segundo alguns autores a diferença de 

suscetibilidades pode variar consoante o composto em teste. Uma vez que a suscetibilidade 

das bactérias aos compostos fenólicos depende das espécies bacterianas, da pureza e da 

estrutura dos compostos, bem como dos métodos usados para a avaliação da atividade 

antibacteriana (Cetin-Karaca e Newman, 2015; Elisha et al., 2017).  

Os resultados apresentados indicam, também, diferenças de inibição relativamente aos 

fungos. P. expansum apresentou maior suscetibilidade aos extratos. 

Segundo Dinev et al. (2021), Medeiros et al. (2021) e Zabka e Pavela (2013) tanto Aspergillus 

como Penicillium podem apresentar suscetibilidade aos extratos de Feijão-frade (Mirela et al., 

2014; Stefanović, Tešić e Čomić, 2015; Zabka e Pavela, 2013). E dentro do mesmo género e 

espécie a suscetibilidade pode variar (Korukluoglu, Sahan e Yigit, 2008).  

 

Os resultados obtidos mostram que os extratos de folhas de Feijão-frade apresentam 

atividades antimicrobianas mais promissoras que os restantes extratos em análise. Uma 

possível justificação é o facto de as folhas de Feijão-frade apresentarem na sua composição 

compostos fenólicos como quercetina, kaempferol, ácido p-cumárico, ácido ferúlico e ácido 

benzoico (Tabela 1).   

Resultados semelhantes foram obtidos por Almeida et al. (2018), que caracterizaram extratos 

de folhas de kiwi e determinaram a sua atividade antimicrobiana. Almeida et al. (2018) 

concluíram que as folhas de kiwi apresentam alto teor em flavan-3-ols, flavonóis e atividade 

antimicrobiana contra S. aureus mas não para E. coli, P. aeruginosa e C. albicans. Estes 

autores concluíram que a atividade antibacteriana do extrato pode ser devido ao conteúdo 

fenólico, e que a diferença de atividade pode dever-se à presença de vários compostos 

existentes em concentrações variáveis que afetam o metabolismo dos microrganismos (Vats 

et al., 2012).  

Stefanović, Tešić e Čomić (2015) avaliaram extratos de Melilotus albus (Meliloto-branco) e 

Dorycnium herbaceum (Lótus) como fonte de compostos fenólicos e os seus potenciais 

antimicrobiano, antibiofilme e antioxidante. Lótus é uma planta que apresenta uma 

composição fenólica semelhante à composição do Feijão-frade, nomeadamente miricetina, 

quercetina e kaempferol (Kazantzoglou et al., 2004). Stefanović, Tešić e Čomić (2015) 

verificaram que a atividade antimicrobiana dos extratos em análise variava dependendo: (1) 

da espécie de planta, (2) do tipo de extrato da planta e (3) da espécie de microrganismo. Estes 

autores observaram, à semelhança do que se verificou no presente trabalho, que os extratos 

apresentaram melhor atividade antibacteriana do que antifúngica, e que as bactérias gram-
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negativas em análise, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e 

Escherichia coli, apresentaram menor suscetibilidades aos extratos (MIC maior). Para E. coli 

o MIC obtido variou entre 10 mg/mL a 20 mg/mL ou superior. Verificaram também que 

Penicillium italicum e P. digitatum apresentaram maior suscetibilidade (MIC menor) que 

Aspergillus niger.  

Verificou-se que extratos com uma composição fenólica semelhante, Feijão-frade e Lótus, 

mas com concentração diferente, extratos de Lótus 10 ou mais vezes concentrado que 

extratos de Feijão-frade, não apresentaram atividade antimicrobiana semelhante, uma vez 

que os valores de MIC obtidos por Stefanović, Tešić e Čomić (2015), são superiores às MICs 

obtidas no presente trabalho (9,1 mg/mL para E. coli).  

 

As folhas de Feijão-frade são ricas em compostos fenólicos. No entanto, uma vez que a 

caracterização fenólica das folhas utilizadas para os extratos ainda está a decorrer, não é 

possível afirmar ainda quais os constituintes fenólicos das folhas responsáveis pela atividade 

observada. Segundo vários autores, as folhas de Feijão-frade são compostas por flavonóis 

como quercetina e kaempferol, e ácidos fenólicos como ácido p-cumárico, ácido ferúlico e 

ácido benzoico (Tabela 1). Admitindo que as folhas utilizadas para os extratos utilizados neste 

trabalho apresentam uma composição fenólica semelhante ao descrito na bibliografia, sugere-

se que a atividade antimicrobiana apresentada pelas folhas provavelmente está relacionada 

com a presença dos compostos fenólicos, quercetina, kaempferol, ácido p-cumárico, ácido 

ferúlico e ácido benzoico, uma vez que estes compostos apresentam atividade antimicrobiana.  

Cetin-Karaca e Newman (2015) avaliaram a suscetibilidade de bactérias como E.coli  e 

Salmonella a alguns compostos fenólicos como ácido clorogénico, curcumina, (-) 

epicatequina, miricetina, quercetina, rutina e timoquinona. Timoquinona, rutina, (-) 

epicatequina e miricetina apresentaram inibição para ambas as bactérias, em concentrações 

diferentes. Concluíram também que o mecanismo de inativação das bactérias gram-negativas 

baseia-se na  desintegração da membrana externa que, por sua vez, leva à lise celular. 

Relativamente à quercetina, esta não apresentou atividade, no entanto estes resultados foram 

contraditórios com estudos anteriores.  

Há estudos que indicam que a quercetina e o kaempferol apresentam atividade 

antimicrobiana. A quercetina apresenta atividade antimicrobiana não só para patogenos  

gram-positivos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus e Streptococcus 

pyogenes, como também para patogenos gram-negativos, como E. coli e K. pneumoniae 

(Barbieri et al., 2017). O mecanismos de ação destes flavonóis consiste na inibição da síntese 
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de DNA (Chen e Huang, 2011; Hossion et al., 2011; Huang et al., 2015) e na permeabilização 

da membrana citoplasmática (Siriwong et al., 2015). 

Puupponen-Pimiä et al. (2001) avaliaram as propriedades antimicrobianos de extratos de 

bagas, uma vez que estas também são ricas em compostos fenólicos. Alguns dos compostos 

fenólicos presentes nos extratos de bagas fazem, também, parte do perfil fenólico das folhas 

de Feijão-frade, como por exemplo, ácido ferúlico, kaempferol, quercetina. Puupponen-Pimiä 

et al. (2001) verificaram que a quercetina assim como o ácido ferúlico inibiram o crescimento 

de algumas estirpes de E. coli,. A Salmonella foi inibida pelo ácido ferúlico.  

A diferença de resultados entre Barbieri et al. (2017), Cetin-Karaca e Newman (2015) e 

Puupponen-Pimiä et al. (2001) sugere que compostos fenólicos mais hidrofílicos são melhores 

inibidores do que os menos hidrofílicos (Rashed et al., 2014), ou seja, uma vez que a 

quercetina e o kaempferol, são de natureza mais lipofílica (um e dois grupos hidroxilo a menos 

do que na miricetina, respetivamente) (Puupponen-Pimiä et al., 2001), estes flavonóis 

apresentam uma atividade antimicrobiana mais baixa. Xie et al. (2015) concluíram que os 

grupos hidroxilo em determinadas posições dos anéis aromáticos dos flavonóides aumentam 

significativamente o efeito antibacteriano, além de que a existências de ligações duplas entre 

C2 e C3 aumenta a atividade antibacteriana (Xie et al., 2017). A pureza da quercetina também 

justifica a diferença de atividades antimicrobianas, uma vez que difere de planta para planta 

(Cetin-Karaca e Newman, 2015).  

 

A diferença de extratos influencia a atividade obtida. Kirigia et al. (2018) analisaram a evolução 

de fitonutrientes nas folhas de Feijão-frade sob diversas variáveis como o estágio de 

desenvolvimento, a temperatura de armazenamento e a duração do armazenamento. 

Verificaram que as concentrações de flavonóides nas folhas de Feijão-frade não 

apresentaram diferenças significativas com as diferentes idades das plantas. No entanto, a 

secagem das folhas pelo sol reduz significativamente o teor de compostos fenólicos nas folhas 

e nas vagens. Relativamente aos flavonóides, é de notar que também existe este decréscimo 

significativo sendo mais evidente nas vagens do que nas folhas (Chikwendu, Igbatim e 

Obizoba, 2014), o que pode explicar a diferença de atividade antimicrobiana entre os extratos 

de vagens e os extratos de folhas obtidos neste trabalho, apesar do perfil fenólico poder ser, 

eventualmente, semelhante (Tabela 1).  

Carvalho et al. (2021) verificaram que o grão seco de Feijão-frade apresenta menor teor 

fenólico que as vagens imaturas e do que as sementes imaturas de Feijão-frade. As diferenças 

de composição e concentração fenólica permitem explicar a diferença de atividade 

antimicrobiana entre os extratos analisados neste trabalho.  
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V. Conclusões 

A preocupação com a segurança dos alimentos, incluindo o uso de conservantes, as doenças 

transmitidas pelos alimentos e o aumento da resistência microbiana a aditivos alimentares, 

tem vindo a aumentar. Este trabalho veio enfatizar as propriedades antimicrobianas do Feijão-

frade, com vista à utilização dos extratos como conservantes alimentares naturais ou 

integrando desinfetantes de uso alimentar. 

As atividades antimicrobianas dos extratos foram determinadas através das MICs e das 

MBCs, de extratos de grão, vagens e folhas de cinco variedades, sobre bactérias patogénicas 

de origem alimentar gram-positivas (Listeria monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella), 

assim como bactérias não patogénicas (Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos 

filamentosos (Penicillium e Aspergillus). Verificando-se que: 

• Os extratos que apresentaram resultados mais promissores foram os extratos de 

folhas, seguindo-se os extratos de vagem.  

• Os extratos de grão não apresentaram qualquer tipo de atividade antimicrobiana sobre 

os microrganismos em teste.  

• As bactérias gram-positivas apresentaram maior suscetibilidade aos extratos, não 

havendo, praticamente, diferenças entre L. monocytogenes e L. innocua. Já em 

relação ao grupo das bactérias gram-negativas, além de apresentarem menor 

suscetibilidades aos extratos, E. coli foi menos suscetível que Salmonella.  

• Relativamente aos fungos, apenas P. expansum apresentou inibição com a variedade 

9L.  

• A variedade que se destacou pela sua atividade antibacteriana foi a variedade 

comercial 1E (Fradel).  

Os resultados aqui apresentados, com as cinco variedades de Feijão-frade em estudo,  vão 

ao encontro de resultados de outros autores, indicando que os extratos de folha e de vagem 

de Feijão-frade apresentam propriedades antimicrobianas. No entanto, são necessários mais 

estudos, que incluam a avaliação das características organoléticas, de segurança e de 

toxicidade dos extratos para os consumidores, bem como um maior número de 

microrganismos em teste.  

A preservação do grão para fins alimentares e o aproveitamento sustentável das folhas e das 

vagens para extração de compostos que possam ser usados como uma alternativa aos 

conservantes alimentares sintéticos, vem ao encontro dos objetivos de uma economia circular.  

Contribuir-se-ia, assim, para o controlo de microrganismos patogénicos nos alimentos, um 

fator essencial para prevenir os surtos de doenças de origem alimentar.  
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VII. Anexos  

NOTA: Os resultados em branco deve-se ao facto de não ter existido inibição com a concentração em teste. 

Anexo I – Extratos de Vagem  

Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1E 

 

L. innocua 103,3 1,6E+06 6,2 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,2 6,2 6,2 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,2 6,2 6,2 

C 1,8E+04 2,0E+04 1,3E+04 4,2 4,3 4,1 1,9 1,9 2,1 

D          

E          

F          

G          

L. 

monocytogenes 
147,8 6,5E+06 6,8 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

B 1,0E+00 2,5E+04 1,0E+00 0,0 4,4 0,0 6,8 2,4 6,8 

C          

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1E 

E. coli 103,3 2,0E+06 6,3 

A 1,0E+00 1,0E+00 3,8E+04 0,0 0,0 4,6 6,3 6,3 1,7 

B  2,0E+04   4,3   2,0  

C 1,6E+03  2,4E+04 3,2  4,4 3,1  1,9 

D 1,6E+04 1,4E+04 2,0E+04 4,2 4,1 4,3 2,1 2,2 2,0 

E 2,5E+04   4,4   1,9   

F          

G          

S. 

Typhimurium 
147,8 4,5E+06 6,7 

A 6,8E+04 3,8E+04 5,4E+04 4,8 4,6 4,7 1,8 2,1 1,9 

B          

C          

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

3E 

 

L. innocua 113,8 1,6E+06 6,2 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,2 6,2 6,2 

B 1,0E+00 9,9E+03 2,3E+02 0,0 4,0 2,4 6,2 2,2 3,8 

C 9,5E+03 4,5E+04 5,6E+03 4,0 4,7 3,7 2,2 1,5 2,4 

D          

E          

F          

G          

L. 

monocytogenes 
162,8 6,5E+06 6,8 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

C 3,6E+04 1,7E+04  4,6 4,2  2,3 2,6  

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

3E 

E. coli 113,8 2,0E+06 6,3 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,3 6,3 6,3 

B   7,6E+03   3,9   2,4 

C          

D          

E          

F          

G          

S. 

Typhimurium 
162,8 4,5E+06 6,7 

A 6,0E+03 6,6E+04 5,4E+04 3,8 4,8 4,7 2,9 1,8 1,9 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,7 6,7 6,7 

C 5,4E+04 5,6E+04 2,6E+04 4,7 4,7 4,4 1,9 1,9 2,2 

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

5V 

 

L. innocua 81,2 1,6E+06 6,2 

A 5,1E+02 1,0E+00 2,1E+02 2,7 0,0 2,3 3,5 6,2 3,9 

B 6,0E+01 2,8E+03 5,0E+01 1,8 3,4 1,7 4,4 2,7 4,5 

C 4,0E+01 4,2E+04 2,8E+03 1,6 4,6 3,5 4,6 1,6 2,7 

D 1,5E+04 2,3E+04 1,6E+04 4,2 4,4 4,2 2,0 1,8 2,0 

E          

F          

G          

L. 

monocytogenes 
116,1 6,5E+06 6,8 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

C 3,3E+04   4,5   2,3   

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentr

ação do 

Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

5V 

E. coli 81,2 2,0E+06 6,3 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,3 6,3 6,3 

B 1,0E+00  2,5E+04 0,0  4,4 6,3  1,9 

C  1,8E+04 2,0E+04  4,3 4,3  2,0 2,0 

D          

E          

F          

G          

S. 

Typhimurium 
116,1 4,5E+06 6,7 

A          

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,7 6,7 6,7 

C 9,6E+03   4,0   2,7   

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

9L 

 

L. innocua 175,4 1,6E+06 6,2 

A 2,0E+01 1,5E+02 1,0E+00 1,3 2,2 0,0 4,9 4,0 6,2 

B 1,0E+00 1,5E+03 3,0E+01 0,0 3,2 1,5 6,2 3,0 4,7 

C 3,7E+04  4,4E+04 4,6  4,6 1,6  1,5 

D          

E          

F          

G          

L. 

monocytogenes 
250,9 6,5E+06 6,8 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

C  1,8E+04 3,8E+04  4,2 4,6  2,6 2,2 

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

9L 

E. coli 175,4 2,0E+06 6,3 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,3 6,3 6,3 

B   1,2E+04   4,1   2,2 

C          

D          

E          

F          

G          

S. 

Typhimurium 
250,9 4,5E+06 6,7 

A 4,6E+00 4,8E+00 4,9E+00 4,6 4,8 4,9 2,0 1,8 1,8 

B 2,8E+00 0,0E+00 0,0E+00 2,8 0,0 0,0 3,8 6,7 6,7 

C          

D          

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

13B 

L. innocua 185,9 1,0E+07 7,0 

A          

B          

C          

D          

E          

F          

G          

L. 

monocytogenes 
248,4 6,5E+06 6,8 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,8 6,8 6,8 

C          

D          

E          

F          

G          



 
Anexo I – Extratos de Vagem  

Página | 91  
 

 

Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

13B 

E. coli 185,9 3,9E+07 7,6 

A          

B  3,4E+04 1,7E+03  4,5 3,2  3,1 4,4 

C          

D          

E          

F          

G          

S. 

Typhimurium 
248,4 4,5E+06 6,7 

A 5,2E+04 5,0E+04  4,7 4,7  1,9 2,0  

B 3,5E+04 1,0E+00 1,0E+00 4,5 0,0 0,0 2,1 6,7 6,7 

C          

D          

E          

F          

G          
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Anexo II – Extratos de Folha 

Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1E 

L. innocua 72,7 2,9E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F 6,5E+04  7,1E+02 4,8  2,8 1,7  3,6 

G          

L. 

monocytogenes 
72,7 3,2E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F  4,5E+04 5,3E+04  4,7 4,7  1,8 1,8 

G     0,0 0,0 
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Variedade Bactéria 
Concentração do 

Extrato (mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1E 

E. coli 72,7 1,5E+07 7,2 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

D 4,4E+04   4,6   2,5   

E 4,2E+04 6,9E+04  4,6 4,8  2,6 2,3  

F 1,8E+04   4,2   2,9   

G          

S. 

Typhimurium 
72,7 2,5E+07 7,4 

A          

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

3E 

 

L. innocua 72,7 2,9E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F 5,1E+04  7,8E+02 4,7  2,9 1,8  3,6 

G          

L. 

monocytogenes 
72,7 3,2E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F 2,0E+03 1,3E+03  3,3 3,1  3,2 3,4  

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

 

E. coli 72,7 1,5E+07 7,2 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

D          

E  6,6E+04   4,8   2,4  

F 2,0E+03 6,8E+04 3,7E+03 3,3 4,8 3,6 3,9 2,3 3,6 

G          

S. 

Typhimurium 
72,7 2,5E+07 7,4 

A 1,0E+00 1,0E+00  0,0 0,0  7,4 7,4  

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

D   3,6E+04   4,6   2,8 

E 4,5E+04 2,1E+04 1,8E+04 4,7 4,3 4,3 2,7 3,1 3,1 

F 2,0E+04  5,6E+04 4,3  4,7 3,1  2,6 

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

9L 

 

L. innocua 72,7 3,0E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,4E+02 8,6E+02 1,0E+01 2,1 2,9 1,0 4,3 3,5 5,5 

F          

G          

L. 

monocytogenes 
72,7 1,8E+07 7,2 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,2 7,2 7,2 

E 2,7E+04 3,3E+04  4,4 4,5  2,8 2,7  

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

9L 

E. coli 72,7 2,6E+07 7,4 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 4,8E+02 7,7E+03 1,0E+00 2,7 3,9 0,0 4,7 3,5 7,4 

D          

E 4,5E+03   3,7   3,8   

F 1,4E+04   4,2   3,3   

G  6,8E+03 8,7E+03  3,8 3,9  3,6 3,5 

S. Typhimurium 72,7 2,5E+06 7,4 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

D 4,3E+03   3,6   3,8   

E          

F          

G          
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Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

13B 

L. innocua 72,7 3,0E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F 3,5E+02  6,0E+01 2,5  1,8 3,9  4,7 

G          

L. 

monocytogenes 
72,7 3,2E+06 6,5 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

D 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

E 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,5 6,5 6,5 

F          

G          

 

 



Anexo II – Extratos de Folha 
Página | 99  

 

Variedade Bactéria 

Concentração 

do Extrato 

(mg/mL) 

Inóculo 

Inicial no 

poço 

(UFC/mL) 

Log 

Inicial 

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Redução 

Réplica/ 

Coluna 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

13B 

E. coli 72,7 2,6E+07 7,4 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

D          

E          

F 1,5E+03 9,9E+02 1,7E+04 3,2 3,0 4,2 4,2 4,4 3,2 

G 5,9E+03   3,8   3,6   

S. Typhimurium 72,7 2,5E+06 7,4 

A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 7,4 7,4 7,4 

D          

E          

F          

G          

 

 


