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Resumo

A crescente preocupacdo dos consumidores, da industria alimentar e das autoridades de
saude, acerca das doencas transmitidas pelos alimentos e o uso de conservantes alimentares

tem vindo a aumentar.

Este trabalho foi desenvolvido no ambito do projeto CoHeSus (financiado pela FCT) que visa
identificar, caracterizar e proteger variedades locais de Feijao-frade (Vigna unguiculata), uma
leguminosa rica em proteina, em macro e micronutrientes e com potencial atividade
antimicrobiana. Pretendeu-se, assim, estudar as propriedades antimicrobianas de extratos
hidroalcodlicos de Feijao-frade, sobre bactérias patogénicas de origem alimentar gram-
positivas (Listeria monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella), assim como sobre
bactérias ndo patogénicas (Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos filamentosos
(Penicillium e Aspergillus). Foram utilizados extratos de grdo, de vagens e de folhas de cinco
variedades (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), para a determinacdo das concentracbes minimas
inibitérias (MIC) e das concentracfes minimas 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. J& em relacéo ao grupo das bactérias gram-negativas, a
bactéria ndo patogénica E. coli foi a menos suscetivel. Relativamente aos fungos, apenas P.
expansum apresentou inibicdo. A variedade que apresentou melhor atividade antimicrobiana
(extratos de folhas e de vagens) foi a variedade 1E (Fradel). Os extratos de grdo nao

apresentaram qualquer tipo de atividade antibacteriana nem antiflingica.

Os resultados aqui apresentados indicam que o Feijdo-frade apresenta propriedades
antimicrobianas. A preservacao do gréo para fins alimentares e o aproveitamento sustentavel
das vagens e das folhas para extracdo 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 investigagéo mais aprofundada.

Palavras-Chave: Extratos hidroalcodlicos de Feijao-frade (Vigna unguiculata); Concentracéo
Minima Inibitéria (MIC); Concentracdo Minima 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 (Vignha 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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|. Enquadramento e Objetivos

O plano de trabalhos que se segue insere-se numa das tarefas do projeto financiado pela
Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT), CoHeSus — Estudo da diversidade genética de
Feijao-frade para uma dieta mais saudavel e sustentavel — que visa identificar, caracterizar e
proteger variedades locais de Feijao-frade. O projeto CoHeSus insere-se no panorama atual
da necessidade de garantir a seguranca alimentar (Food Security) para a populacéo global

crescente, no contexto atual das altera¢des climaticas (FAO, WFP e IFAD, 2012).

O Feijao-frade (Vigna unguiculata) € uma leguminosa de grdo com um valor importante para
a alimentacdo humana e animal, que se desenvolve e é colhido em terrenos marginais
propicios para a agricultura. Por ter capacidade de fixar o azoto atmosférico, € uma mais-valia
para a sustentabilidade ambiental. Esta leguminosa apresenta um elevado teor em proteinas,
aminoacidos essenciais, minerais, vitaminas, fibra e baixo teor em gordura, que Ihe conferem

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

O uso de Feijao-frade na agricultura tradicional, durante véarias geracdes de agricultores,
produziu uma grande quantidade de variedades empiricamente selecionadas (landraces) e
gue, por isso, estdo muito bem-adaptadas ao solo e clima das regifes onde séo cultivadas. A
diversidade morfol6gica e genética destas landraces é grande, dai a necessidade de ser
estudada e protegida. No projeto CoHeSus ja se mostrou que essa diversidade se traduz
numa diferente capacidade de resposta ao stress hidrico e a uma clara diferenca em termos

de conteudo fendlico e capacidade anti-inflamatdéria (resultados ainda ndo publicados).

Nos dias de hoje, os consumidores estdo cada vez mais conscientes da importancia da
relagdo entre dieta e saude, e 0 nUmero de pessoas que procuram uma dieta saudavel,
variada, equilibrada e sustentavel tem vindo a aumentar (Garnett et al., 2014). Tendo sido
mostrado que o Feijao-frade se destaca de entre as outras leguminosas por ser rico em
polifendis e flavondis, o que se traduz em importantes caracteristicas antioxidantes. Sugere-
se, também, que o Feijdo-frade apresente efeito antimicrobiano (Khalifa et al., 2015; Singh,
2017). O estudo da acdo antimicrobiana dos extratos fendlicos de Feijao-frade ira permitir
identificar e quantificar extratos fendlicos 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 Feijao-frade, sobre bactérias patogénicas de origem alimentar gram-positivas (Listeria
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monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella), assim como bactérias ndo patogénicas
(Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos filamentosos (Penicillium e Aspergillus). As
propriedades antimicrobianas dos extratos serdo avaliadas através da determinacdo das

concentragdes minimas inibitérias (MIC) e das concentragdes minimas bactericidas (MBC).
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Il.Revisdo Bibliografica

1. Leguminosas

As leguminosas, Leguminosae ou Fabaceae, sdo uma das trés maiores familias de plantas
angiospérmicas. Estas caracterizam-se por apresentarem flores em forma papilionacea e
frutos em forma de vagem (Hulse, 1991). As vagens encerram em si a parte mais consumida
destas plantas, a semente/grdo, geralmente conhecidas por "legumes" ou "pulse”. O seu
consumo faz-se maioritariamente através das sementes secas, que sao usualmente utilizadas
guer na alimentacdo humana quer na alimentacdo 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 producéo de
gréos secos, como por exemplo, feijdo comum, ervilhas, grdo de bico, lentilhas, tremoco,
feijdo-frade, entre outras, sendo estas as principais espécies de leguminosas consumidas
pelo Homem (FAO, 1994).

1.1. Importancia Nutricional, Ambiental, AgronGmica e EconOmica

As leguminosas séo cultivadas em cerca de 180 milhdes de Ha, o que correspondia em 2000,
a cerca de 12% a 15% da superficie aravel da Terra (Vance, Graham e Allan, 2000), sendo
produzidas, anualmente em 2014, 77 milhdes de toneladas de leguminosas, o0 que equivale a
um rendimento de 928 quilogramas por Ha (Rawal e Navarro, 2019). O cultivo destas espécies
corresponde a 27% da producao agricola priméria do mundo, sendo que as leguminosas de
grao contribuem com 33% das necessidades de azoto proteico da dieta humana (Smykal et
al., 2015).

As sementes das plantas da familia Fabaceae sdo uma importante fonte de proteina para
grande parte da populagdo mundial (FAO, 2016). Estas ocupam um lugar importante na
nutricdo humana, especialmente nos paises em desenvolvimento, pois sdo uma fonte
acessivel e concentrada de proteinas, alternativas as proteinas de origem animal de elevado
custo (FAO, 2016; Myers et al., 2017). As leguminosas s&o assim consideradas a carne dos
pobres, pois sdo geralmente uma fonte de hidratos de carbono e proteina (Marinangeli e
Jones, 2011; Mudryj, Yu e Aukema, 2014), sendo o teor de proteina aproximadamente igual
a alguns tipos de carne (18 a 25%) (Bojfianska et al., 2015). O seu elevado contelido proteico
também tem levado a uma procura crescente nos paises desenvolvidos devido a uma maior
consciéncia dos beneficios da substituicdo da proteina animal por proteina vegetal (Henchion
et al., 2017).

Pagina | 3



Desde a antiguidade que as leguminosas sao utilizadas. As populacdes indigenas
perceberam desde cedo que as leguminosas poderiam servir de complemento ao consumo
de cereais e tubérculos, principalmente trigo. Pois 0s cereais sao deficientes em alguns
aminoacidos essenciais bem como as leguminosas, no entanto, quando consumidas em
conjunto consegue-se um equilibrio e uma maior qualidade nutricional (Boye, Zare e Pletch,
2010; Mudryj, Yu e Aukema, 2014). Além de que o conteudo proteico das leguminosas é
superior, quando comparado com o conteudo proteico dos cereais (7 a 13%) (Bojnanska et
al., 2015), podendo aquelas servir de complemento ao perfil nutricional dos cereais e
tubérculos (Hall, Singh e Ehlers, 2011).

A inclusao de leguminosas na dieta tem efeitos fisiol6gicos benéficos no controlo e prevencao
de varias doencas metabdlicas, como: diabetes mellitus, pois tém um baixo indice glicémico,
contribuindo para um valor estavel de acUcar no sangue; doenca cardiaca coronaria, devido
ao facto de serem ricos em gorduras saudaveis e sem colesterol; cancro, onde a fibra
alimentar pode ter implicagbes na sua prevencao (Carbas et al., 2021); anemia, devido ao
facto de serem uma fonte de ferro; doenca celiaca, pois as leguminosas nao contém glaten
(Carbas et al., 2021); correto desenvolvimento do sistema nervoso, pois sdo uma 6tima fonte
de folato (vitamina-B) (Mudryj, Yu e Aukema, 2014); regulag&o do transito intestinal, devido
ao alto contelido de fibra alimentar (Campos-Vega, Loarca-Pifia e Oomah, 2010), entre outros

efeitos associados a sua composigao nutricional.

Além destas caracteristicas as leguminosas séo ricas em lisina (aminoacido essencial), ricos
em hidratos de carbono de digestao lenta (Abbas e Ahmad, 2018), apresentam um baixo teor
de gorduras, predominando acidos gordos polinsaturados (acido linoleico e o acido linolénico),
monoinsaturados e saturados (Caprioli et al., 2016), sem colesterol e sdo uma fonte de fibra

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

As leguminosas para além da sua utilizag&o direta como alimento, podem ser moidas de modo
a obter farinha para ser utilizada em pao, tortilhas, batatas fritas (Asif et al., 2013); ou usados
na forma liquida para produzir substitutos de leites e iogurtes (Lim et al., 2019; Maphosa e
Jideani, 2017; Murevanhema e Jideani, 2013). As leguminosas tém, também, sido usadas
industrialmente para preparar plasticos biodegradaveis (Pirsa e Sharifi, 2020; Ricci et al.,

2018), 6leos, gomas e corantes (Saikia et al., 2020).

Além dos beneficios para a salde humana, as leguminosas, também tém um beneficio
importante para o planeta uma vez que apresentam um papel importante no ciclo do azoto,
pois devido a sua capacidade de estabelecerem relagfes simbidticas com bactérias do género

Rhizobium permitem a fixacao 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
manutencdo da qualidade dos solos, minimizando a necessidade do uso de fertilizantes
azotados, evitando a poluicdo dos lencois freaticos por lixiviacdo e a poluicdo das linhas de
agua por escorrimento superficial, o que contribui para a sustentabilidade do planeta,
diminuicdo do impacto sobre 0 meio ambiente, entre outras vantagens (Castellano-Hinojosa,
Nevins e Strauss, 2021).

Uma outra caracteristica importante das leguminosas é que a introdugdo em rotagcles
agricolas auxilia na reducdo do uso de fertilizantes e energia nos sistemas araveis e
consequentemente na redugdo das emissbes de Gases com Efeito de Estufa (GEE)
(equivalentes de CO,) (Reckling et al., 2014), em cerca de 13,4% das emissdes mundiais
(Jensen, Carlsson e Hauggaard-Nielsen, 2020).

As leguminosas sdo assim uma estratégia para um futuro mais sustentavel, pois tém uma
producdo com emissdo de menos equivalentes de CO;, menor necessidade da quantidade de
agua quando comparada com a produc¢do de outros alimentos, para além der serem uma fonte

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

1.2. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias bioativas que ocorrem amplamente em plantas
alimenticias e sdo consumidas regularmente por um nimero substancial de pessoas (Nollet e
Gutierrez-Uribe, 2018). Estes estdo associados a qualidade sensorial e nutricional de
alimentos vegetais frescos e processados, como por exemplo, a cor, 0 gosto , entre outras
caracteristicas (Lacerda De Oliveira, De, Veras De Carvalho e Melo, 2014). Os compostos

fendlicos sdo também antioxidantes naturais (Nollet e Gutierrez-Uribe, 2018).

Os compostos fendlicos surgem como metabolitos secundarios sintetizados maioritariamente
através do metabolismo do fenilpropanoide, que envolve precursores da via do acido
chiquimico e da via do acido malénico (la Rosa, de et al., 2019; Tako et al., 2020). Embora
ambas as vias participem na biossintese dos compostos fendlicos nas plantas, a via do acido
chiquimico é a principal responsavel pela producdo dos precursores da maioria dos
compostos fendlicos. No metabolismo fenilpropandide h&d a producdo de numerosas
moléculas, como acidos hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzodicos, flavonodides e lenhinas.
No entanto, alguns &cidos hidroxibenzoéicos sdo sintetizados diretamente a partir de um

intermediario da via do &cido chiquimico (la Rosa, de et al., 2019).
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Com base nas suas estruturas quimicas, os compostos fendélicos podem ser divididos em
diferentes subgrupos, como acidos fendlicos, flavondides, taninos, lenhinas, estilbenos e
cumarinas (Gan et al., 2019). Os compostos fenélicos desempenham diversas funcdes no
metabolismo celular (Cory et al., 2018). Podem ser encontrados nos niveis tecidual, celular e
subcelular das plantas, uma vez que ndo se encontram uniformemente distribuidos nas
plantas. Os compostos fendlicos insollveis sdo os componentes das paredes celulares,
enquanto os compostos fenodlicos soluveis sdo compartimentados dentro dos vacuolos da
célula vegetal (Shahidi e Yeo, 2016). Ao nivel do tecido, as camadas externas das plantas
contém niveis mais elevados de compostos fendlicos do que aqueles localizados no interior
(Kayitesi, 2013). Os compostos fendlicos da parede celular, como as lenhinas e os 4cidos
hidroxicinamicos estéo ligados a varios componentes celulares (Khoddami, Wilkes e Roberts,
2013; Saltveit e others, 2017). Estes compostos contribuem para a resisténcia mecéanica 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 fendlicos sdo um grupo fitoquimico muito vasto que apresenta uma elevada
variabilidade estrutural. Estima-se que estao identificados cerca de 8000 compostos fendlicos
(Cory et al., 2018) e a caracteristica estrutural comum a estes compostos é a existéncia de
um anel aromético, fenol, que tem pelo menos um grupo hidroxilo (la Rosa, de et al., 2019).
Uma vez gue se encontram ligados a componentes da parede celular, apenas sdo extraidos

com solventes organicos (Awika e Duodu, 2017).

Os compostos fendlicos tém vindo a ganhar interesse em varias areas, desde biogquimica
vegetal, fisiologia (la Rosa, de et al., 2019; Lattanzio, 2013), quimica organolética (Wang,
Chambers e Kan, 2018), sendo cada vez mais utilizados na indUstria alimentar (Araujo, de et
al., 2021) e farmacéutica (Albuquerque et al., 2021). O interesse nestes compostos deriva dos
seus efeitos benéficos de promog¢éo da saude humana (Cory et al., 2018). Estdo associados
a atividade antioxidante, anticancerigena, 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 fendlicos, naturais e sintéticos, também apresentam
atividade antimicrobiana (antibacteriana, antifingica e antiviral) contra patogenos humanos
(Cetin-Karaca e Newman, 2015; Cueva et al., 2010; Khameneh et al., 2019; Mirela et al., 2014;
Také et al., 2020; Xu et al., 2014).
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1.2.1. Estrutura e Classificacdo dos Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: os nhdo-flavondides, onde estao
incluidos os acidos fendlicos, aldeidos e alcoois e; os flavondides, a que pertencem as
antocianinas, flavanodis e flavondis (la Rosa, de et al., 2019), de acordo com a sua
complexidade, como compostos monomeéricos e poliméricos (la Rosa, de et al., 2019), ou seja,
consoante o nimero de unidades fenol da sua estrutura molecular, grupos substituintes e/ou

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

Podem também ser categorizados pela forma em que ocorrem. Isto é, podem existir na forma
soluvel ou ligados. A maioria dos compostos fendlicos sollveis sao sintetizados no reticulo
endoplasmaético intracelular das plantas e armazenados em vacuolos. Os compostos fendlicos
ligados sdo formados a partir dos compostos fendlicos sollveis. Estes compostos fendlicos
soluveis sdo transportados para a parede celular e, consequentemente, sdo combinados com
macromoléculas da parede celular, como celulose e proteina, por meio de ligacdes éster e
glicosidicas, contribuindo para a formagéo da parede celular (Agati et al., 2012; Singla et al.,
2019).

A maioria dos nao-flavondides tem uma estrutura simples e possui um ou mais grupos
hidroxilo e metoxilo diretamente ligados ao anel fendlico. Os acidos fendlicos caracterizam-se
pela presenca de um anel fendlico com um acido carboxilico sendo derivados do acido
hidroxibenzoéico ou hidroxicindmico (Awika e Duodu, 2017). Os aldeidos fendlicos séo
estruturalmente semelhantes aos acidos fendlicos, originam-se pela degradacéo 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. Importancia na alimentagdo humana

Nos alimentos, os compostos fendélicos tém impacto sobre alguns atributos como, amargor,
adstringéncia, cor, odor e estabilidade oxidativa, que sdo aceites nos produtos alimentares (la
Rosa, de et al., 2019). Os compostos fendlicos estédo intimamente associados a qualidade
sensorial, nutricional e funcional de alimentos vegetais frescos e processados (Lacerda De
Oliveira, De, Veras De Carvalho e Melo, 2014). Assim sendo, o0s extratos de frutas, ervas,
vegetais, cereais e outros materiais vegetais ricos em compostos fendlicos tém cada vez mais
interesse para a industria alimentar, pois apresentam caracteristicas que permitem uma
melhor conservacéo dos alimentos. Por exemplo, a capacidade de retardar a peroxidagéo
lipidica (Shahidi e Ambigaipalan, 2015), ou a presen¢ga 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 salde humana (Vladimir-Knezevic et al., 2012).

Os compostos fendlicos tém uma capacidade antioxidante elevada, levando a eliminacdo de
radicais livres, sdo quelantes de metais, inibem a peroxidacéao lipidica e apresentam varias
atividades fisiolégicas, incluindo atividades anti-inflamatérias, antialérgicas, anticancerigenas,
entre outras (Anissi et al., 2014; Comunian et al., 2017; Guilgin, 2012; Huyut, Beydemir e
Glilgin, 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 fendlicos na alimentacdo advém do facto dos
extratos de algumas plantas alimenticias possuirem 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 doencas de origem alimentar
(Gyawali e Ibrahim, 2014; Tako et al., 2020).

A preocupagdo com a seguranca 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 a
necessidade de utilizar conservantes seguros, como alternativa aos conservantes quimicos
em alimentos. Os compostos fendlicos das plantas sdo assim uma boa alternativa ao uso de

conservantes quimicos (Saeed et al., 2019).

Pagina | 8



2. Feijao-frade (Vigna unguiculata)

O Feijao-frade é uma leguminosa de grao originaria do continente africano (Martillanes et al.,
2017) e € uma cultura que apresenta inUmeras vantagens para o planeta. O Feijao-frade
caracteriza-se como sendo uma leguminosa, que ao nivel da sua componente agronémica, €
importante para a sustentabilidade de sistemas agricolas nos tropicos e, em geral, nas regides
aridas devido a sua elevada tolerancia a seca e capacidade de crescimento em solos de baixa
fertilidade (Carvalho et al., 2017; Oyeyinka e Oyeyinka, 2018).

As alteracBes climaticas tém consequéncias a longo prazo, prevendo-se que irdo causar
mudancas nas areas de producdo e na ocorréncia de pragas e doencas (FAO, 2012; WHO,
2021). Estima-se que a populacdo global ir4 alcangar 9 mil milhdes de pessoas em meados
do século XXI, portanto, sera necessario aumentar substancialmente, cerca de 70 a 100% a
producdo de alimentos (United Nations, 2019). Os impactes negativos das mudancas
climéticas na producgéo de alimentos poderiam ser mitigados pelo desenvolvimento de novas
variedades de culturas, com maior tolerancia a elevadas temperaturas, seca, baixa fertilidade

do solo e resisténcia a pragas e doencgas (Vidigal, Romeiras e Monteiro, 2019).

O Feijao-frade é, assim, uma das culturas mais importantes a nivel de seguranc¢a alimentar
(Food Security) e a nivel nutricional pois, para além, de ser uma das principais fontes de
proteina para milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento (Boukar et al., 2019;
Lonardi et al., 2019), a seguir ao feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e ao gréo de bico (Cicer
arietinum) (FAO, 2014), é uma cultura que apresenta caracteristicas importantes para a
diversificagdo da dieta e ingredientes alimentares alternativos nas regides desenvolvidas ou

em relacdo as alteracdes climaticas (Awika e Duodu, 2017).

2.1. Caracterizacao Botanica, Morfologica e Fisiol6gica

O Feijao-frade conhecido botanicamente por Vigna unguiculata, € uma leguminosa que
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboidae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae e
género Vigna (Baudoin e Maréchal, 2011; Pasquet e Padulosi, 2013; Singh, 2014).

Vigna € um género pantropical e altamente variavel com vérias espécies, 0 niUmero 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 sec¢fes: Vignha, Comosae, Macrodontae, Reticulatae, Liebrechtsia e
Catiang. O Feijao-frade pertence a se¢do 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 Feijao-frade € uma cultura herbacea de estacdo quente, anual, que requer temperaturas,
pelo menos, de 18 °C em todos 0s seus estagios de desenvolvimento, tendo uma temperatura
ideal de crescimento de 28 °C (Gupta, Gupta e Kumar, 2021), é tolerante a seca, estando
adaptado as regides mais secas dos tropicos (Carvalho et al., 2017; Karapanos et al., 2017),
onde outras leguminosas alimentares ndo tém tdo bom desempenho. Esta cultura é tolerante
a baixa fertilidade dos solos, devido a sua elevada capacidade de fixar azoto atmosférico
através dos seus nddulos que resultam da simbiose com Rhizobium (Boukar et al., 2019;
Gomes et al., 2019), o que do ponto de vista da produtividade agricola é importante como
cultura rotativa com cereais pela sua capacidade de restabelecer a fertilidade dos solos
(Carsky, Vanlauwe e Lyasse, 2010). E uma cultura que tem a capacidade de resistir a
condi¢cbes de solo acido 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 organica e baixos
niveis de fosforo (Martillanes et al., 2017; Simion, 2018). O Feijao-frade é uma planta de dia
curto ou, em alguns casos, de dia neutro, ou seja, € uma planta que para que ocorra floragdo
€, apenas, necessario ficar exposta a iluminagdo por um tempo inferior ao seu fotoperiodo
critico ou entdo florescem independentemente do periodo de luz ou escuro ao qual séo
expostas, respetivamente (Santos, 2021; Sysoeva, Markovskaya e Shibaeva, 2010). Ou se€ja,
€ uma planta tolerante a sombra e, portanto, compativel de plantar em consércio com milho,
milheto, sorgo, cana-de-aglcar e algoddo, bem como com vérias 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, aspero ou enrugado), cor (por
exemplo, branco, creme, verde, amarelo-claro, vermelho, castanho, preto) e uniformidade (por
exemplo, sélido, salpicado ou padronizado). As variedades de Feijao-frade mais conhecidas,
denominadas como “ervilha-preta” e “pinkeye”, apresentam sementes brancas com uma area
preta arredondada ou vermelha pigmentada de formato irregular circundando o hilo que da a

semente a aparéncia de um olho (Simion, 2018).
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2.2. Importancia Agronémica, Econémica e Social

O Feijdo-frade é uma das leguminosas alimentares e forrageiras mais importantes nos
tropicos semiaridos que incluem partes da Asia, Africa, Sul da Europa, nomeadamente na
Bacia do Mediterraneo, Sul dos Estados Unidos e América Central e do Sul, sendo uma cultura
multifuncional, fornecendo alimento quer para o Homem quer para ragdo animal (Simion,
2018).

A nivel nacional, o Feijdo-frade €, maioritariamente, cultivado a partir de variedades locais
(landraces), e, ao longo de varias geracdes, foram selecionadas as culturas mais adaptadas
as suas condicbes geograficas. As inumeras landraces de Feijdo-frade resultam numa
diversidade genética desta cultura que requer ser preservada (Karapanos et al., 2017). A
medida que se adotaram praticas de monocultura agricola, muita da variabilidade existente
foi perdida, diminuindo, por exemplo, a riqueza bioativa desta cultura. E importante reverter
esta situacao, para preservar a variabilidade genética que podera ser essencial nos processos

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

O Feijao-frade é uma leguminosa com uma elevada importancia para a subsisténcia de
milhGes de pessoas em paises menos desenvolvidos. Pode ser consumido de varias formas,
como por exemplo, folhas jovens, vagens verdes e sementes verdes que sdo usadas como
vegetais, e as sementes secas sdo usadas em varias preparagdes alimentares, sendo este 0
principal produto da planta utilizado para a alimentagdo humana. As folhas sdo consumidas
em paises da Africa Oriental, as sementes verdes s&o consumidas no sudeste dos Estados
Unidos e no Senegal, as vagens verdes sdo, normalmente, consumidas nas regides humidas
da Asia e das Caraibas. A cultura também é usada para adubo verde, por exemplo no sudeste
dos Estados Unidos da América e Australia, e como forragem em algumas partes do Sahel
(Simion, 2018).

As sementes e as folhas sdo constituidas por cerca de 25% de proteina (com base na massa
seco) (Carsky, Vanlauwe e Lyasse, 2010), sendo uma razédo pela qual o Feijao-frade é uma
importante fonte de proteina, nos paises em desenvolvimento (Hall, Singh e Ehlers, 2011)
guando os produtos de origem animal escasseiam. Estas séo frequentemente colhidas e
secas para armazenamento e consumo hum momento posterior, ou depois de serem moidas
como farinhas (Hall, Singh e Ehlers, 2011).
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2.3. Caracterizacao Nutricional

A composicao nutricional do grao de Feijdo-frade € semelhante a composi¢cdo de outras
leguminosas, como por exemplo, do Feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (Goncalves et al.,
2016). Esta leguminosa apresenta um teor relativamente baixo de gordura e por oposicéo o
teor de proteina é elevado, podendo ser este teor duas a quatro vezes superior ao teor de
proteina presente nas culturas de cereais e tubérculos. Identicamente as outras leguminosas,
as proteinas das sementes de Feijao-frade séo ricas em alguns aminoacidos essenciais,
como, lisina (Gongalves et al.,, 2016) e triptofano quando comparadas com os graos de
cereais, mas baixas em metionina e cisteina quando comparadas as proteinas animais
(Petchiammal e Hopper, 2014); sdo também uma fonte de minerais e vitaminas e, entre as
plantas, sdo das leguminosas que apresentam um dos maiores teores de acido félico, por

exemplo (Simion, 2018).

O Feijao-frade é também uma fonte de hidratos de carbono, fibra solGvel e insollivel e minerais
apresentando baixos niveis de fatores anti-nutricionais (Sombié et al., 2018), como inibidores
de proteases, fitatos, entre outros (Goncgalves 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
expressdo geénica, apoptose, sinalizagdo intercelular e, possivelmente, possuir efeitos

anticancerigenos (Das et al., 2012) .

A eventual incluséo de folhas de feijdo-frade numa dieta alimentar pode também ser uma mais
valia ao nivel nutricional, uma vez que as folhas do Feijao-frade sdo também uma boa fonte
de proteinas, com um teor mais elevado nas folhas mais jovens (Simion, 2018), compostos
funcionais (aminoacidos, polifendis e carotendides), vitaminas (pré-vitamina A, folato, tiamina,

riboflavina e vitamina C) e minerais (célcio, fésforo e ferro) (Gongalves et al., 2016).

2.4. Compostos Bioativos

Além dos beneficios nutricionais do Feijao-frade, este também é rico em compostos bioativos
importantes que podem beneficiar a saide humana de varias maneiras. Os compostos
bioativos mais importantes presentes no Feijdo-frade sdo os compostos fendlicos, que se
concentram principalmente no tegumento (Sombié et al., 2018), com alguns perfis que nado se
encontram noutras leguminosas, bem como os péptidos bioativos (Awika e Duodu, 2017).
Estes compostos sao relevantes, ndo apenas pelas suas propriedades benéficas para a

saude, mas também porque a sua composicao influencia diretamente a selecdo e uso do
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Feijao-frade em diferentes culturas, principalmente devido ao seu efeito na cor do tegumento
(Awika e Duodu, 2017).

Os principais compostos fendlicos comuns a todas as variedades de Feijao-frade séo
compostos fendlicos derivados de acidos fendlicos e os flavonoéides (Ojwang, Dykes e Awika,
2012). Algumas variedades de Feijdo-frade contém, também, antocianinas, flavan-3-6is e
flavonoéis com um perfil Unico de compostos fendlicos (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 as suas
propriedades nutricionais, como, arroz e cereais, ovos e produtos lacteos, frutas e legumes,
entre outros) (Awika e Duodu, 2017).

Uma vez que os compostos fendlicos sao responsaveis pela maior parte da coloracdo das
sementes de Feijao-frade (Ojwang, Dykes e Awika, 2012), a relac&o entre a cor do tegumento
e o perfil fendlico é bastante analisada, uma vez que a estrutura e composicao fendlica afeta
diretamente os mecanismos especificos de prevencao de doencas, sendo uma caracteristica
gue afeta a escolha do Feijao-frade para uso alimentar em diferentes regides, e por sua vez
influéncia a biodisponibilidade de nutrientes (especialmente proteinas e minerais) (Awika e
Duodu, 2017).

Os péptidos bioativos e os compostos fendlicos do Feijdo-frade, parecem ter efeito anti-
inflamatorio significativo e beneficios contra o cancro, diabetes e doencas cardiovasculares,
com potenciais interagdes sinérgicas significativas (Quansah et al., 2013; Segura-Campos,
Chel-Guerrero e Betancur-Ancona, 2011). Diferentes autores tém também atribuido efeitos
antimicrobianos ao Feijao-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
fendlico tem um grande impacto sobre estas propriedades. As diferentes variedades podem,
portanto, ser selecionadas para beneficios especificos. Além disso, o crescente interesse em
dietas com alto teor de proteinas vegetais, novos e diversos ingredientes alimentares e
alimentos naturais promotores da saude em regiées desenvolvidas, sugere que o Feijao-frade
provavelmente desempenhara um papel cada vez maior como ingrediente em aplicacdes
modernas de alimentos, ndo esquecendo as vantagens agronémicas, beneficios nutricionais

e para a saude que este acarreta (Awika e Duodu, 2017).
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2.4.1. Compostos Fendlicos

O grao pode apresentar diversas coloracfes, desde branco a preto, passando pelo creme,
salmao, vermelho e cinzento, devido a presenca dos compostos fendélicos. Sao os fenétipos
de coloracdo mais avermelhada que tém tendéncia a apresentar valores mais elevados de
compostos fendlicos, enquanto que as variedades mais claras tendem a apresentar
concentracdes inferiores (Awika e Duodu, 2017). No entanto, pode haver excec¢des, pois pode
ndo existir qualquer relacéo direta entre a cor do grao e o conteudo fendlico, o que significa
que em alguns casos variedades claras podem apresentar um teor fenolico mais elevado que

variedades mais escuras (Ojwang, 2012).

Apesar de a concentracado e o tipo de compostos fendlicos variar com o fenétipo do gréo, por
norma, o teor fendlico presente no Feijao-frade é bastante elevado quando comparado com
outras leguminosas. Os compostos fendlicos caracteristicos desta leguminosa séo, acidos

fendlicos, flavondis, taninos e antocianinas (Awika e Duodu, 2017).

Acidos Fendlicos

Nas sementes de Feijao-frade, os acidos fendlicos (148 a 1176 ug/g) (Cai, Hettiarachchy e
Jalaluddin, 2003) sdo um componente principal dos compostos fendlicos totais (Duefias et al.,
2005; Nderitu et al., 2013).

O perfil dos &cidos fendlicos do Feijao-frade é constituido, principalmente, por derivados de
acidos protocatecuico, ferulico e p-cumarico (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefas
et al., 2005; Moloto et al., 2020), acido p-hidroxibenzdico (Avanza et al., 2021), acido galico,
acido vanilico (Duefas et al., 2005), &cido benzoico (Moloto et al., 2020), acido cafeico e acido
cindmico (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003), no entanto, o perfil de acidos fendlicos varia

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

Sabe-se que os acidos fendlicos contribuem para as propriedades antioxidantes atribuidas as
leguminosas (Xu e Chang, 2009). No entanto, € também provavel que estes tenham
beneficios importantes na saude, tanto os acidos fendlicos do Feijdo-frade assim como o de

outras leguminosas (Awika e Duodu, 2017).

Flavonodides

No Feijao-frade e em outras leguminosas, os flavondides estdo amplamente concentrados no
tegumento e por consequéncia tém 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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Feijdo-frade e outras variedades de leguminosas para uso alimentar em varias partes do
mundo (Awika e Duodu, 2017).

Os flavondides sdo componentes muito importantes dos alimentos, pois apresentam
importantes beneficios para a salde, estando relacionados com o seu efeito direto ou indireto
sobre o stress oxidativo, as interacdes com varios recetores e enzimas associadas a
prevencdo de doencas (Gonzalez et al., 2011; Yang, Allred e Awika, 2014), entre outras.
Assim sendo, a estrutura que estes compostos apresentam tém um grande impacto na forma
como vao influenciar vias bioquimicas especificas relevantes para a saude. No Feijao-frade
as principais classes de flavonoéides presentes sao flavondis, flavan-3-ols e antocianinas (Cui
et al., 2012; Duefias et al., 2005; Nderitu et al., 2013; Ojwang et al., 2013; Ojwang, Dykes e
Awika, 2012).

Flavonodis

Os flavondis sao flavonéides encontrados em praticamente todos os fenétipos de Feijao-frade
(Ojwang, Dykes e Awika, 2012). Os compostos mais importantes sdo os derivados da
guercetina (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 (Duefias
et al., 2005). A quantidade presente deste composto no Feijado-frade varia de 27 a 1060 ug/g,
sendo que se altera consoante as caracteristicas fenotipicas da semente do feijdo (Ojwang,
Dykes e Awika, 2012).

Flavan-3-ols

Os Flavan-3-ols, também conhecidos por flavanéis, tém a capacidade de se ligar diretamente
a proteinas e a hidratos de carbono, reduzindo assim a sua biodisponibilidade e,
indiretamente, reduzem a digestao e o transporte de nutrientes ao inibir enzimas digestivas e
proteinas transportadoras da membrana (Goncalves, Mateus e Freitas, de, 2011). Podem

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

Os taninos, sdo as formas poliméricas desta familia de compostos, séo igualmente
conhecidos como antioxidantes com propriedades de promoc¢é&o da saude (Tian et al., 2012).
Estes tém um particular interesse porque apresentam um grande potencial para serem
utilizados como ingredientes naturais para reduzir a carga cal6rica dos alimentos devido a sua
capacidade de se ligarem aos hidratos de carbono e as proteinas (Amoako e Awika, 2016,
2016; Barros, Awika e Rooney, 2012; Dunn et al., 2015). Sugere-se que o0 Feijao-frade

contenha um perfil tnico de taninos que pode ser favoravel para a promogéo da saude 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 concentracio de 2155 a 6297 ug/g (Awika e Duodu, 2017), sendo que sdo 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 sdo compostos que conferem a maioria da coloracdo das folhas, flores, frutos,
sementes (Ojwang, Dykes e Awika, 2012). No Feijao-frade, estes compostos foram detetados
em algumas variedades (875 a 3860 ug/g), sendo que as antocianinas dominantes sao
delfinidina-3-O-glucosideo e cianidina-3-O-glucosideo (Ojwang, Dykes e Awika, 2012), e

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

Resumidamente, os compostos fenolicos estdo presentes na composi¢cdo do Feijdo-frade,
sendo que consoante a variedade e a parte em analise, o perfil de compostos fendlicos é
diferente. Na Tabela 1 estéo indicados os perfis fenélicos do grao, folhas e vagens do Feijéo-

frade.

2.4.2. Péptidos Bioativos

A maioria das proteinas presentes nas leguminosas sao proteinas de reserva, que servem
sobretudo como nutriente para a germinacdo da semente (Awika e Duodu, 2017). No entanto,
as lectinas (aglutininas) (3 x10° unidades de atividade hemaglutinante (HU) kg?) (Campos-
Vega, Loarca-Pifia e Oomah, 2010), inibidores de protease (10,6 g de tripsina e 9,2 g de
quimiotripsina inibida por kg?') (Campos-Vega, Loarca-Pifia e Oomah, 2010), fatores anti-
nutricionais, fazem parte da composi¢do do perfil das proteinas do Feijdo-frade, que se
acredita terem a funcdo de proteger a semente contra pragas, e que podem ter efeitos
potencialmente benéficos contra a inflamacéo (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017), prevencédo
de cancro (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017; Dominguez-Perles et al., 2016), obesidade
(Moreno-Valdespino et al., 2020), atividade antimicrobiana (Cicero, Fogacci e Colletti, 2017,
Hancock, Haney e Gill, 2016), prevencéo 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 — Caracterizacao Fendlica de extratos de Feijao-frade (grao, folha e vagem).

Familia do
Composto
Composto

Acido p-Hidroxibenzéico e seus

derivados

Acido p-Cumarico e seus derivados

o L. Acido Ferulico e seus derivados
Acidos Fendlicos
Acido Galico
Acido Vanilico
Acido Protocatecuico e seus derivados

Acido Cafeico
Acido Cinamico

Acido Benzoico e seus derivados

Solvente de

Extracéo
Acetona
Metanol

Etanol

Acetona

Metanol
Etanol
Etanol

Acetona

Metanol
Etanol
Etanol

Metanol
Etanol

Metanol

Metanol
Etanol

Metanol

Metanol

Etanol

Presenca nos extratos

G

ra
X
X
X
X
X
X

X X X X X X X

(0]

Folha

Vagem

Referéncia

(Nderitu et al., 2013)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefias et al., 2005)
(Avanza et al., 2021)
(Nderitu et al., 2013)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefias et al., 2005)
(Avanza et al., 2021)
(Moloto et al., 2020)
(Nderitu et al., 2013)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefias et al., 2005)
(Avanza et al., 2021)
(Moloto et al., 2020)
(Duenias et al., 2005)
(Avanza et al., 2021)
(Duefias et al., 2005)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefias et al., 2005)
(Avanza et al., 2021)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003)
(Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003)
(Moloto et al., 2020)
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Acetona X (Nderitu et al., 2013)
Catequina e seus derivados Etanol X (Avanza et al., 2021)
Flavan-3-ols Metanol X (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Cui et al., 2012)
Acetona X (Nderitu et al., 2013)
Procianidina e seus derivados
Etanol X (Avanza et al., 2021)
Acetona X (Nderitu et al., 2013)
Metanol X (Cai, Hettiarachchy e Jalaluddin, 2003; Duefas et al., 2005)

Quercetina e seus derivados Etanol X X (Avanza et al., 2021)
Metanol e Etanol X (Lattanzio et al., 1997)

Etanol X (Moloto et al., 2020)

Flavonaéis Acetona X (Nderitu et al., 2013)
Miricetina e seus derivados Metanol X (Duenfas et al., 2005)

Etanol X (Avanza et al., 2021)

Etanol X X (Avanza et al., 2021)

Kaempferol Metanol X (Cui etal., 2012)

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

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

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

Antocianinas 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 sdo capazes de causar doencas 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 crénicas em humanos e animais (Perdoncini et al., 2019). JA4 os patogenos
bacterianos podem estar presentes em alimentos e aguas, e quando séo ingeridos podem
causar doencas graves (Bintsis, 2017). O uso de extratos de plantas é uma hipétese
alternativa ao uso de conservantes alimentares, particularmente no caso da existéncia de
resisténcia a conservantes por parte dos microrganismos. Muitos dos extratos de plantas
contém compostos secundarios, como péptidos bioativos e compostos fendlicos, que tém um
efeito inibitério 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 inibicdo por compostos fendlicos varia de composto para composto uma vez que
apresentam estruturas e composicbes quimicas diferentes. Alguns dos efeitos
antimicrobianos destes compostos podem ser a permeabilizacdo e destabilizacdo da
membrana plasmatica, a inibicdo de enzimas extracelulares, a inibicdo do metabolismo
energeético, entre outros (Gorniak, Bartoszewski e Kroliczewski, 2019; Quideau et al., 2011).
No entanto, pensa-se que a presenca 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 ligacdes de hidrogénio com os centros ativos das enzimas, levando a inibicao de certas

reacOes enziméticas ou sintese enzimatica, na célula microbiana (Jeong et al., 2009).

No entanto, o grau de hidroxilacdo dos compostos fendlicos pode néo influenciar a atividade
antimicrobiana destes (Figueiredo et al., 2008). O mecanismo de ac&o 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 nado explicar, por si sO, as diferencas de toxicidade dos compostos (Figueiredo et al.,
2008). No entanto, a lipofilicidade € um fator importante na toxicidades destes compostos
(Gyawali e Ibrahim, 2014). Esta caracteristica apresenta interacdes diferentes de bactéria

para bactéria, assim como, a componente da célula com que esté a interagir.
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Interagcdo com a Parede Celular

Os compostos fendlicos interagem de maneira diferente com as bactérias gram-negativas e
gram-positivas, sendo as diferencas na composicao da parede celular responsaveis por esta
diferenca (Brown et al., 2015). A parede celular desempenha um papel de protecdo osmotica,
sendo por isso uma componente essencial da célula. O que significa que qualquer dano na
parede celular comprometera a viabilidade da célula, diminuicdo da tolerancia da célula a
elevada forga idnica e baixa pressdo osmotica (Papuc et al., 2017).

Nas bactérias gram-negativas, a parede celular é composta por uma fina camada de
peptidoglicano e membrana externa. Esta membrana € composta por uma bicamada
fosfolipidica e proteinas, sendo que a parte externa é composta por lipopolissacaridos (LPS).
Nas bactérias gram-positivas nao existe a presenca da membrana externa o que significa que
as paredes celulares sdo compostas por uma espessa camada de peptidoglicano e acidos
teicécos (Brown et al.,, 2015). Ou seja, as bactérias gram-negativas apresentam maior
resisténcia aos compostos fendlicos (Nohynek et al., 2006) , pois os LPS impedem as ligacdes
dos compostos fendlicos as camadas de peptidoglicano destes microrganismos (Cui et al.,
2012).

Uma propriedade importante das bactérias gram-negativas é a sua aderéncia ao tecido do
hospedeiro por meio de pequenos filamentos, as fimbrias. Os compostos fendlicos inibem a

ligag&o das fimbrias aos recetores especificos das células bacterianas (Hisano et al., 2012).

Interagcdo com a Membrana Celular

Os compostos fendlicos tém a capacidade de interagir com as proteinas e/ou fosfolipidos da
bicamada lipidica da membrana celular. Nas bactérias gram-negativas, a interacdo com as
proteinas da membrana leva a rutura da bicamada lipidica, aumentando a permeabilidade da
membrana, afetando a sua fluidez, inibindo a respiracdo e alterando os processos de
transporte de ides (Nazzaro et al., 2013). Hashimoto et al. (1999) concluiram que, com o
aumento do nimero de grupos OH, ha a diminuicdo da hidrofobia dos compostos fendlicos,

ou seja, diminui a afinidade para a bicamada lipidica.

Relativamente aos fungos, o0 mecanismo de agcdo dos compostos fendlicos consiste em inibir
a germinacdo de conidios (Salas et al., 2011), formar complexos com proteinas sollveis
presentes nas paredes das células fungicas, inibir vias enzimaticas (Arif et al., 2011) e
promover a rutura da membrana devido as caracteristicas lipofilicas dos compostos fendlicos
(Arif et al., 2011).
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A semelhanca do que foi anteriormente descrito, 0 aumento do grau de hidroxilag&o resulta
num aumento de toxidade dos compostos, apresentando estes maior capacidade inibitéria
(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 abibticos (Beer, de e Vivier, 2011; Lacerda et
al., 2014). As componentes dos mecanismos de defesa das plantas sdo péptidos
antimicrobianos ricos em cisteina (Stotz, Thomson e Wang, 2009). A atividade antibacteriana
por parte dos péptidos pode depender das pontes de enxofre intramoleculares (Zhao et al.,
2016), da permeabilizagdo da membrana das células (Matsuzaki, 2019), da inibi¢cdo da sintese
de acidos nucleicos, sintese de proteinas, atividade enzimética e sintese da parede celular
(Brogden, 2005) e da modificag&o dos fluxos de ides (EI-Mounadi et al., 2016).

Nos fungos, os péptidos podem levar a ativacao/inativacédo de vias enzimaticas (Kavanagh e
Dowd, 2010; Thery e Arendt, 2018); lise da célula (Weerden, Van Der, Bleackley e Anderson,
2013); inibicdo da germinacédo de conidios ou inducdo da apoptose das células (EI-Mounadi
et al., 2016); levar a permeabilizagdo da membrana (Weerden, van der, Lay e Anderson, 2008)

e a alteragdo do fluxo de ides (Thery e Arendt, 2018).

Relativamente as proteinas e péptidos bioativos presentes nesta leguminosa, também

apresentam atividade antimicrobiana em relagéo a algumas espécies de microrganismos.

Carvalho et al. (2001) identificaram dois péptidos antimicrobianos ricos em cisteina e
proteinas de transferéncia de lipidos (LTP) presentes nas sementes de Feijdo-frade que
mostraram impedir o desenvolvimento dos fungos Fusarium oxysporum e F. solani bem como

causavam alteracdes morfoldgicas nas hifas dos fungos.

Chikane, Parwate e Ingle (2010) analisaram a atividade antimicrobiana das sementes de
Feijdo-frade. A determinacdo da atividade antimicrobiana também permitiu concluir se o
processo de conservacgao por irradiacdo teria influéncia na inibicdo encontrada. Verificaram
que os extratos das sementes ndo 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
gue S. aureus e E. coli foram as bactérias que apresentaram maior sensibilidade aos extratos

de Feijao-frade nao irradiado.

O péptido antimicrobiano presente nas sementes de Feijdo-frade, Cp-tionina Il, 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 antifingica contra Fusarium culmorum, Penicillium expansum e Aspergillus niger
(Thery e Arendt, 2018). Segundo Thery e Arendt (2018) o péptido sintético analogo ao péptido
Cp-tionina I, KT43C, apresenta atividade antifungica. Este péptido diminuiu o crescimento

fangico sem induzir altera¢cdes morfogénicas nas hifas flngicas.

Um estudo recente determinou que globulinas (7S e 11S) isoladas das sementes de Feijao-
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 acdo das globulinas foram visualizados por sinais de
deformacao 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 ligacdes eletrostaticas
com 0s componentes celulares bacterianos, comprometem a integridade das células (Sitohy
et al., 2013; Sitohy e Osman, 2010).

Abdel-Shafi et al. (2019) também estudaram a acdo da globulina 11S quando esta foi
inoculada em determinados alimentos como carne picada. Verificou-se que houve diminuigédo
consideravel nas contagens bacterianas de psicrotréficos e coliformes, concluindo-se que o
uso de extratos de Feijao-frade ricos em globulina, tera sucesso no futuro como conservante

alimentar.
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3. Microrganismos Patogénicos e Contaminantes de Origem

Alimentar

As doencas de origem alimentar constituem um problema de saude a nivel mundial. As
bactérias patogénicas e/ou toxinas microbianas podem entrar no organismo através de

alimentos ou &gua contaminados (Tako et al., 2020).

Certos patogenos alimentares podem sobreviver a fatores adversos, como a diferentes gamas
de temperaturas, ambientes 4cidos, elevados teores de sal e podem ainda ter a capacidade
de formar biofilmes em superficies bioticas ou abitticas. Estas propriedades podem facilitar o
seu crescimento e a sua propagacdo em superficies de contacto com alimentos (Mokrani,
Nabti e Cruz, 2020).

Alguns destes patogenos alimentares tém vindo a tornar-se tolerantes aos meétodos
convencionais utilizados na conservagao dos alimentos (Gyawali e lbrahim, 2014).

A crescente preocupacao dos consumidores com a saude, ao por em causa a utilizagdo de
conservantes quimicos nos alimentos, incentivou os investigadores a procurarem alternativas
naturais com elevado potencial antimicrobiano. Estas substancias podem ser utilizadas como
conservantes e poderdo melhorar a vida util dos produtos. Algumas das substéncias que tém
sido alvo de investigacdo sdo os compostos fendlicos presentes nas plantas (Tako et al.,
2020). Os compostos fendlicos podem inibir o crescimento e atividade de microrganismos
patogénicos alimentares, como bactérias, fungos e protozoarios (Daglia, 2012; Li et al., 2014;
T.J. Schmidt et al., 2012). Alguns dos efeitos que estes compostos podem apresentar sao ao
nivel da permeabilizagdo e desestabilizacdo da membrana plasmética ou de inibicdo da

sintese de enzimas extracelulares (Goérniak, Bartoszewski e Kroliczewski, 2019).

Os compostos fendlicos sdo compostos por grupos hidroxilo e o seu nimero influencia as
propriedades antioxidantes. A mudanca de posi¢do do grupo hidroxilo pode desempenhar um
papel importante na atividade antimicrobiana destes compostos (Figueiredo et al., 2008). Os
compostos fendlicos podem suprimir varios aspetos dos microrganismos, como por exemplo,
inibir a formagédo de biofilmes, reduzir a aderéncia ao hospedeiro, neutralizar toxinas

bacterianas, entre outros (Gorniak, Bartoszewski e Kroliczewski, 2019).
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3.1. Bactérias

As doencgas causadas pela ingestdo de alimentos e aguas contaminados sdo um problema
importante relativamente a saude publica, tendo maior incidéncia o caso de infecdes
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 periodo de 2015 a 2019 o numero de casos confirmados
destas duas doengas manteve-se estavel (EFSA, 2021).

A infegao por Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) foi a terceira zoonose mais
relatada, onde houve um aumento entre o periodo de 2015 a 2019. Tal como ocorreu com
doencas causadas por Campylobacter e Salmonella, a tendéncia de casos confirmados de
listeriose permaneceu estavel entre 2015 a 2019 apds um longo periodo de aumento, sendo
a quinta zoonose mais relatada (EFSA, 2021) (Figura 1).

Campylobacteriosis (N =220,682)
Salmonellosis (N = 87,923)
STEC infections (N=7,775)
STEC infections (N=7,775)
Yersiniosis (N =6,961) o
Yersiniosis (N =6,961)
Listeriosis || (N =2,621) Listeriosis (N =2,621)
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w
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Figura 1 — Numero de casos reportados de doencas com origem zoonética na EU em 2019.
Fonte: EFSA, 2021.

As bactérias Campylobacter, E. coli, Listeria e Salmonella estdo ligadas a doengas
transmitidas por alimentos (Newell et al., 2010). Produtos naturais compativeis com alimentos

ndo toxicos podem ser Uteis para reduzir patogenos em superficies de frutas e vegetais e em
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conservantes alimentares, como sumos de frutas e vegetais, para desinfecdo de carcacas ou
para minimizar a contaminacdo destes alimentos durante o armazenamento e durante o

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

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

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

3.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva pertencente a familia Listeriaceae que
pode crescer na presenca ou na auséncia de oxigénio. As células tém a forma de pequenos
bastonetes, a sua mobilidade é conferida por flagelos, que entre 20 a 25 °C sao produzidos
mas a 37 °C ja ndo. E um microrganismo muito resistente a congelacéo, desidratacio e ao
calor. A sua atividade hemolitica em agar de sangue é uma das caracteristicas que,
juntamente com outras caracteristicas bioquimicas, permite distinguir L. monocytogenes das

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

L. monocytogenes é uma bactéria patogénica de distribuicdo ubiquitaria, responsavel por
casos isolados e por surtos de listeriose em humanos e em animais. E essencialmente
transmitida através do consumo de alimentos contaminados, durante o processo de fabrico
do alimento, da contaminagdo do recém-nascido pela mée e pelo contacto com animais

infetados.

Os surtos de listeriose estdo associados ao consumo de diversos alimentos como saladas,
patés, queijos, leite pasteurizado, camardes e manteiga. No entanto, os produtos que
representam um maior risco sdo aqueles cujo processo de fabrico néo inclui qualquer etapa
de reducao/eliminacao de L. monocytogenes e cujas matérias-primas apresentam elevada
incidéncia/concentracdo da bactéria, como o leite cru, os lacticinios produzidos com leite cru,
peixe fumado e alguns enchidos (FDA, 2019). L. monocytogenes apresenta a particularidade
de crescer a temperatura de refrigeracdo (Batt, 2014), ou seja, os alimentos cujas
caracteristicas permitem o crescimento da bactéria e que apresentam um tempo de prateleira
longo, mesmo que em temperaturas de refrigeracdo, merecem particular atencdo (FDA,
2019).

3.1.2. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. As
células tém a forma de bastonetes e apresentam mobilidade ou ndo por flagelos. As estirpes

de E. coli podem ser diferenciadas com base nos antigénios somaticos (O), flagelares (H) e
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capsulares (K). Adicionalmente, a presenca de fimbrias e de outras estruturas relacionadas
desempenham um papel importante na viruléncia da bactéria (Gebisa, Gerasu e Leggese,
2019).

E. coli é uma bactéria patogénica entérica sendo um indicador de contaminacéao fecal em agua
e em alimentos (Jang et al., 2017). Na sua maioria, E. coli ndo representa qualquer perigo
para o seu hospedeiro, contribuindo para a sua saude intestinal (FDA, 2019). No entanto, h4
estirpes que causam doencas gastrointestinais leves a graves e sao classificadas com base
nos seus fatores de viruléncia, mecanismos de patogenicidade e serologia. Atualmente,
consideram-se E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC), onde se inclui E. coli O157:H7,
0s principais grupos de E. coli patogénicas associadas aos alimentos (Jang et al., 2017).

Alguns animais selvagens, domésticos e humanos sao portadores ocasionais de E. coli
patogénica e podem contaminar carnes e alimentos. A contaminagdo normalmente ocorre
quando as fezes entram em contacto com alimentos ou agua. Os humanos podem transmitir

a doenca quando ndo se verifica as boas praticas de higiene e de fabrico (FDA, 2019).

Diferentes tipos de E. coli tendem a contaminar diferentes tipos de alimentos e agua. Alguns
dos alimentos que sao considerados de risco sdo 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 0157:H7, podem ser particularmente perigosas. As fontes
primarias dos surtos de STEC sado produtos de carne picada crua ou mal cozinhada, leite cru

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

3.1.3. Salmonella

Salmonella € uma bactéria gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae. As
células tém a forma de bacilos, sdo anaerdbias facultativas, produzem géas a partir de glicose
e sdo capazes de utilizar o citrato como Unica 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
nao lavam as maos e/ou as superficies e utensilios que usam entre as etapas de preparacao
dos alimentos e quando as pessoas consomem alimentos crus ou mal confecionados. A
salmonelose é considerada uma infecdo zoondtica, uma vez que é uma doenca de animais
que pode ser transmitida a humanos. Os animais para consumo sdo infetados através do
contacto com outros animais infetados, por exemplo aves e roedores, ou através do consumo

de ragBes ou de dgua contaminados (FDA, 2019).
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Os alimentos associados a presenca desta bactéria sdo 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 sobrevivéncia da bactéria (FDA, 2019).

3.2. Fungos Filamentosos

Os fungos estdo associados a problemas como a deterioragdo e contaminacdo de alimentos
e alteragBes nas culturas que trazem prejuizos a agricultura (Takahashi et al., 2017). Nos
alimentos de origem vegetal a contaminacdo por fungos ocorre, normalmente, através de
metabolitos secundarios por estes produzidos. A estes metabolitos secundarios da-se o nome
de micotoxinas e estas sao capazes de produzir efeitos téxicos agudos e crénicos (Zain,
2011).

As micotoxinas ocorrem naturalmente em varios alimentos como cereais, nozes, frutos secos,
macas e legumes sob certas condicdes ambientais. A maior parte das micotoxinas sao
estaveis e sobrevivem ao processamento alimentar, destacando-se a aflatoxina, ocratoxina e
patulina. Os fungos que produzem estas toxinas sdo os fungos dos géneros Aspergillus,

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

A contaminagdo dos alimentos com micotoxinas resulta da infe¢cdo do alimento por fungos
toxicogénicos. Esta contaminacao pode dar-se ao longo do ciclo de producéo dos alimentos:
desde o cultivo, colheita, armazenamento, transporte até ao processamento. Nos alimentos
processados podem surgir micotoxinas, quer através das matérias-primas, quer por formacéo
durante ou apds o processamento, devido a mas condi¢cdes 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 racées

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

> Aflatoxina

As aflatoxinas sdo um grupo de toxinas produzidas por algumas estirpes dos fungos
Aspergillus flavus, A. omius e A. parasiticus (Lopes et al., 2012), em condi¢des favoraveis
(temperatura e humidade elevadas). Nessa medida, as maiores concentracdes de aflatoxinas
encontram-se nos alimentos produzidos e armazenados nas regifes mais quentes (Lopes et
al., 2012).

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

problematica é a pés-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 niveis de aflatoxinas sao frutos secos, cereais e

arroz, podendo, também, ser detetadas no leite e produtos lacteos (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
gréo, cacau, especiarias, arroz, milho e frutos secos. Foi detetada em produtos a 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 € um metabolito toxico produzido por algumas espécies de bolores do género
Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces, que crescem em frutos, incluindo macas, peras, uvas
e outras frutas, mas o mais frequente no contexto da producdo alimentar humana é o P.

expansum, um patogeno que afeta magas e péras (Viegas, 2009).

A patulina foi encontrada em muitas frutas, produtos horticolas, cereais e outros alimentos
com bolor, mas as principais fontes de contaminacdo sdo as macas e os produtos a base de
maca (Qualfood, 2021).

As doencas transmitidas pelos alimentos sdo uma grande preocupacdo para 0S
consumidores, para a industria alimentar e para as autoridades de saude. Com a crescente
preocupacédo 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 sdo
derivados de uma variedade de fontes naturais, uma vez que, ja foi demostrado que certos
compostos provenientes das plantas alimenticias apresentam propriedades antimicrobianas
(Gyawali e Ibrahim, 2012, 2014; Hayek, Rabin e Ibrahim, 2013; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver,
2010).
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lIl. Materiais e Métodos

1. Extratos de Feijao-frade Utilizados

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

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

referéncias e caracteristicas encontram-se descritas na Tabela 2. Os extratos obtidos a partir

destas variedades foram preparados e armazenados, até a sua utilizagdo, na Unidade de

Biotecnologia e Recursos Genéticos, Instituto Nacional de Investigacdo Agréaria e Veterinaria
(INIAV) Oeiras.

Tabela 2 — As cinco variedades de Feijao-frade, fonte dos extratos utilizados.

Referéncia Origem Cor do Grao Cor do hilo
1E Variedade comercial Fradel Branco/Creme Preto
3E Satao/Viseu Salmao/Barrento Castanho/Preto
5V Vale Pedro, Vila Maior/Viseu Preto/Cinza a)
9L Lardosa/Castelo Branco Branco/Creme  Acastanhado/Esverdeado
Banco Portugués de
13B Germoplasma Vegetal Salmao/Barrento Castanho/Preto

(Guarda)

3 N&o é possivel visualizar.

Pagina | 29



A partir destas cinco variedades, a determinacdo da atividade antimicrobiana foi feita para
extratos de grdo (colhido ha cerca de um ano, amadurecido na planta e mantido a -20 °C até
a sua utilizacao), folhas (de plantas jovens extraidas logo apds a secagem a 65 °C em estufa)
e vagens (seca naturalmente na planta, e usada nas semanas seguintes apos a recolha do

grao).

» Otimizacao da obtencao dos Extratos Fendlicos

A necessidade de utilizagdo de extratos fendlicos concentrados nos ensaios de atividade
antimicrobiana, imp6s a necessidade de testar diferentes concentragfes de dimetilsulfoxido
(DMSO) para a solubilizagéo dos extratos hidroalco6licos bem como de avaliar o seu impacto
sobre a viabilidade microbiana.

Os extratos foram realizados com gréo, vagem ou folha secos, moidos (Cyclone Mill Twister,
Retsch, Alemanha) a 14000 rpm em farinha com particulas de diametro 0,8 mm e armazenada

a -20 °C até a preparacao dos extratos fenolicos.

Os extratos fendlicos foram preparados de acordo com Lin et al. (2008), com ligeiras
alteracdes. Sucintamente, 15 g de farinha foram combinadas com uma de solugéo etanol:agua
(50:50 v/v) numa proporgéo 1:4 (g:mL), seguindo-se agitagdo com vortex durante 4 minutos e
sonicacao (Digital Ultrasonic Cleaner, Argo Lab, Carpi MO, Italia) 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 ym 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:agua (50:50 v/v). Os extratos foram filtrados com filtro CA 0,20 um 25 mm
(CHROMAFIL Xtra PTFE-20/25, Macherey-Nagel, Germany) e armazenados a -20 °C até
andlise. Este trabalho foi realizado nas instalacées do INIAV pela Doutora Cétia Nunes,
responsavel pelo projeto CoHeSus.

> Teor Fendlico dos Extratos

Na Tabela 3 estdo indicados os teores fendlicos dos extratos de grdo, folhas e vagens das

cinco variedades de Feijdo-frade analisadas.

Pagina | 30



Tabela 3 — Teor Fendlico de extratos de Feijao-frade (gréo, folha e vagem).

Concentracao de Fendis (mg equivalentes de acido gélico/100g massa

seca) nos extratos

Variedades Grao Folha Vagem
1E 70,5 339,2 516,7
3E 263,7 339,2 569,2
5V 219,9 339,2 405,9
oL 64,0 339,2 877,2
13B 257,5 339,2 868,7

(Catia Nunes, comunicagéo pessoal)

2. Microrganismos utilizados

Neste trabalho foram utilizadas estirpes de bactérias patogénicas e nao 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 cole¢des do Laboratério de Microbiologia (ISA/ULisboa), incluindo a CBISA
(Tabela 4).

Tabela 4 — Estirpes microbianas utilizadas.

Referéncia CBISA? Espécie
3008 Listeria innocua = NCTC11288° = ATCC33090°¢
3001 Listeria monocytogenes serovar 4b = NCTC11994° = CECT4032¢
3965 Escherichia coli B
3969 Salmonella enterica serovar Typhimurium = ATCC14028°¢

Penicillium expansum
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
(a) CBISA — Colecao de Bactérias do Instituto Superior de Agronomia; (b) NCTC — National Collection of Type
Cultures; (c) ATCC — American Type Culture Collection; (d) CECT — Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

As culturas bacterianas utilizadas encontram-se congeladas -80 °C na CBISA, Laboratério 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 colonias isoladas. Posteriormente, a partir de colonias
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isoladas, preparou-se uma colecdo de trabalho em TSA-YE semissolido. Esta colecdo de

trabalho foi mantida a 4 °C até utilizacao.

3. Meios de Cultura e Solucgbes

3.1. Meios Liquidos

¢ Mueller-Hinton (MH) — Para um litro de meio, pesou-se 21 g de meio MH (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Franca) e dissolveu-se em 1 L de agua destilada, num frasco
Schott. Seguidamente, procedeu-se a sua esterilizagcdo em autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

e 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 agua destilada, num frasco
Schott. Seguidamente, procedeu-se a sua esterilizacdo em autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

3.2. Meios Solidos

o PALCAM - Pesou-se 68,9 g de meio “PALCAM Listeria — Selective agar” (base)
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca), desidratado e, dissolveu-se, num frasco
Schott, em 1 L de agua destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio obtido
em autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. ApGs a esterilizacdo, procedeu-se ao
arrefecimento do meio em banho termostatizado até 50-55 °C. Antes de se proceder
a distribuicdo por caixas de Petri foi adicionado o suplemento seletivo do meio (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Franga). Por cada meio litro de meio PALCAM foi adicionado
um frasco de suplemento dissolvido em 5 mL de agua destilada, previamente
esterilizada, seguidamente, procedeu-se a distribuicdo em caixas de Petri, em camara
de fluxo laminar. Conservou-se a 4 °C até utilizacao.

e Plate Count Agar (PCA) — Para a preparacdo de um litro deste meio, procedeu-se a
pesagem de 20,5 g de “Gelose pour denombrement - enumeration of total
microorganisms” (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) e, dissolveu-se, num frasco
Schott, em 1 L de agua destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio em
autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. ApGs esterilizagdo, procedeu-se ao seu
arrefecimento em banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida, distribuiu-se por
caixas de Petri, numa camara de fluxo laminar.

e Potato Dextrose Agar (PDA) — O procedimento de preparacao deste meio foi idéntico

ao do meio liquido (PDB), tendo sido adicionado a este meio agar a 1,5-2% (m/v)
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(Condalab, Madrid, Espanha), dissolvendo-se por sua vez num litro de 4gua destilada.
Apbs a esterilizacdo em autoclave, durante 15 minutos a 121 °C, arrefeceu-se em
banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida foi feita a distribuicdo por caixas de
Petri, em camara 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 -
D-glucuronidase” (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) e, dissolveu-se, num frasco
Schott, em 1 L de agua destilada previamente aquecida. Esterilizou-se o meio em
autoclave, durante 15 minutos a 121 °C. ApGs esterilizagdo, procedeu-se ao seu
arrefecimento e distribuicdo 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, Franca), 6 g de extrato de
levedura (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) e 20 g de agar (CE Roeper
Hamburgo, Alemanha) e, dissolveu-se, num frasco Schott, em 1 L de agua destilada
previamente aquecida. Seguidamente, efetuou-se a esterilizacdo, arrefecimento e
distribuicdo 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, Franca) para um baldo volumétrico
esterilizado, por meio de uma colher esterilizada. Utilizando uma proveta esterilizada,
mediu-se 1 L de agua destilada esterilizada, que se adicionou posteriormente ao balédo
volumétrico. De seguida, por meio de uma placa de aquecimento, procedeu-se ao
aquecimento do meio até ebulicdo. Durante o aquecimento foi necessario haver
agitacdo constante do meio, através de um agitador magnético. Apés a dissolucao,
procedeu-se ao seu arrefecimento em banho termostatizado até 50-55 °C. De seguida,

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

3.3. Solucdes

Solucéo de Ringer (SR) — Para preparar a solucdo de Ringer colocou-se uma pastilha
de Ringer (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) em 500 mL de &gua destilada e
agitou-se lentamente até a completa dissolucdo. Para facilitar a dissolucao recorreu-
se a um banho de ultrassons. Por fim, esterilizou-se a solu¢cdo em autoclave durante
15 minutos a 121 °C.

Tween 80 a 0,01% (v/v) — Para preparar a solugdo de Tween 80 adicionou-se o

detergente Tween 80 (Fisher Scientific, Nova lorque, E.U.A.) huma concentracao de
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0,01% (v/v) em agua destilada. Por fim, esterilizou-se a solugdo em autoclave durante
15 minutos a 121 °C.

4. Preparacéos de Inéculos

4.1. Suspensdes de Bactérias

Os in6culos bacterianos foram preparados em meio MH, recolhendo as coldnias necessarias
de placas de TSA-YE incubadas durante a noite, de modo que, a concentracdo do inéculo

fosse, aproximadamente, 1x108 UFC/mL, sujeita a confirmacao, posterior.

Confirmagao da Concentracdo do In6culo

A concentracao do in6culo foi confirmada através do método das gotas (25 pL) (spot plating)
a superficie de meio TSA-YE. As diluicdes foram efetuadas de modo a obterem-se spots
contaveis (10-50 UFC/spot). Nomeadamente, efetuaram-se diluicdes decimais do indculo em
SR, até 10° e utilizaram-se depois as diluicdes 102 a 10° para os spots. Os spots
correspondentes a estas quatro diluigbes decimais consecutivas, foram feitos em

guadruplicado.

4.2. Suspensdes de Conidios

Condigdes de crescimento dos fungos

Os discos miceliais dos fungos utilizados, com cerca de 5 mm de didmetro, encontravam-se

em stock em agua esterilizada a 4 °C.

Placas de PDA foram inoculadas com os respetivos discos miceliais de P. expansum, A. flavus

e A. niger.

ApOs a inoculagéo, 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.

Preparagcéo de suspensdes

As suspensdes de conidios dos fungos (P. expansum, A. flavus e A. niger) foram preparadas
a partir das referidas culturas de cinco dias em PDA. Procedeu-se primeiro a lavagem do
micélio, comecando por se inundar as placas com Tween 80 (0,01% (v/v)). Seguidamente,

procedeu-se a raspagem superficial do micélio, com o auxilio de um espalhador de acgo
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inoxidavel, de modo a promover o desalojamento dos conidios. A suspenséo resultante foi
filtrada por um funil esterilizado, com trés folhas de gaze esterilizada. O filtrado, contendo os
conidios, foi recolhido num tubo Falcon de 50 mL. Em seguida, os conidios da suspenséao
foram contados por meio de hemocitometro (Neubauer Improved Hirschmann Technicolor),
de forma a ajustar a concentracéo da suspensao stock dos esporos para 1x10° esporos/mL.
Quando necesséria, foi utilizada agua destilada esterilizada para ajustar a concentragao.
ApOs obtencéo das suspensdes stock, estas foram mantidas a 4 °C até utilizagBes futuras.

5. Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos do Feijao-frade (grdo, vagem e folha),
baseou-se na determinagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC — Minimum Inhibitory
Concentration) e/ou na determinacdo da concentracdo minima bactericida (MBC - Minimum
Bactericidal Concentration). Os valores apresentados de MIC e MBC séao referentes a
concentracdo de compostos fendlicos dos extratos (mg equivalentes de acido galico/mL de
extrato). A determinacdo da MBC é complementar a determinacdo da MIC, uma vez que o
valor da MIC corresponde a concentracdo mais baixa do agente antimicrobiano que inibe o
crescimento, enquanto que a MBC indica a concentracao minima de agente antimicrobiano

que induz a morte microbiana, apos remocéao do agente (CLSI, 1999, 2018).

A MIC foi assim definida como a concentracdo mais baixa do agente que impede o
crescimento microbiano visivel, apds 24 h ou 48 h de incubacéo, para bactérias e fungos,
respetivamente. Para as bactérias, a MIC foi determinada desta forma sempre que as
caracteristicas dos extratos (viscosos e pigmentados) o permitiram. No entanto, a mudancga
de cor nos extratos nem sempre representou crescimento bacteriano. Sempre que as
caracteristicas dos extratos dificultaram a percecdo do crescimento bacteriano, utilizou-se
como critério para a MIC uma reducgéo logaritmica superior a 1 log (90% de reducdo de
viabilidade) (Shirazi et al., 2014; Singh et al., 2011; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 2010) e inferior
a 3log.

A MBC foi definida como a concentracdo mais baixa do agente que resulta na morte
bacteriana, apés remocédo 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 reducdao logaritmica igual ou superior a 3 log (99,9% de reducéo de viabilidade

microbiana).
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5.1. Determinacgéo da Concentracao Minima Inibitoria (MIC)

A avaliacdo da suscetibilidade dos microrganismos aos extratos de Feijao-frade foi efetuada,
em microplacas P96 (BioScience, Kremsminster, Austria) (Figura 2), de acordo com
Lourenco, Neves e Brito (2009) baseado no “Microdillution broth method” (NCCLS, 2002). As
microplacas previamente preparadas com o gradiente do agente biocida (100 pL/pog¢o) foram
adicionadas de igual volume do in6culo, de modo a obter-se uma concentragéo final de cerca
de 5x10° UFC/mL.

5.1.1. Bactérias

A avaliagdo da suscetibilidade de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e Salmonella

Typhimurium aos extratos de Feijao-frade foi feita em meio de cultura Mueller Hinton.

Assim sendo, primeiro distribuiu-se pelos pocos, das linhas B a H, nas colunas 5 a 8, 100 pL
de meio MH (Figura 2). De seguida adicionaram-se 100 pL do extrato de Feijao-frade, em
analise, nos pocos das linhas A e B, nas mesmas colunas. Da linha B, retiraram-se 100 pL,
de cada poco, efetuando-se passagens sucessivas de 100 uL até a linha G (Figura 2). Os 100
pL retirados de cada poco da linha G foram rejeitados ficando, assim, todos os pog¢os das
microplacas com um volume de 100 pL. Por fim, inocularam-se as colunas 5 a 7 das linhas A
a H, com 100 pL de suspensao de células de bactérias. Na coluna 8 (controlo de esterilidade
do meio) em vez de se colocar a suspensao de bactérias, colocou-se 100 uL de MH em cada
poco das linhas A a H (Figura 2). Para prevenir a evaporagdo do meio durante a incubacéo
(24 horas a 37 °C), que conduziria a alteracdo das concentracdes estabelecidas para cada

poco, a todos os micropocos livres foi adicionado 200 pL de agua esterilizada.

Para cada microrganismo, realizou-se um ensaio para cada extrato da variedade de Feijao-

frade em analise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), com 3 réplicas técnicas em cada microplaca.
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Figura 2 — Representacdo duma microplaca de 96 pocgos.

5.1.2. Fungos

O procedimento para a avaliagdo da suscetibilidade de P. expansum, A. flavus e A. niger aos
extratos de Feijao-frade, foi semelhante ao descrito no ponto anterior (5.1.1), sendo que o
tempo de incubacéo foi de 48 horas, a temperatura de incubacgéo de 25 °C e 0 meio de cultura
utilizado foi o PDB.

Uma vez que os extratos de Feijdo-frade se encontravam ressuspendidos em DMSO, foi
também necessario 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 o0s extratos
de Feijao-frade foram substituidos por DMSO.

5.2. Determinacao da Concentracdo Minima Bactericida (MBC)

A Concentragdo Minima Bactericida (MBC) foi determinada a partir dos ensaios das MICs em
microplaca, por inoculagdo em placas de meio adequado sem o agente em teste (CLSI, 1999,
2018).

Assim, 0S po¢os que nao apresentaram crescimento bacteriano visivel, e/ou 0s pogos
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. Listeriainnocua e Listeria monocytogenes

No caso de L. innocua e de L. monocytogenes, foram transferidos 100 yL de cada pogo, da
microplaca dos MICs, ap6s incubacao e observacao dos resultados, para placas de TSA-YE
e placas de PALCAM. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas, apds o que se
procedeu a contagem de UFCs.

5.2.2. Escherichia coli

Em relacdo a E. coli, de forma semelhante, foram transferidos 100 yL de cada pogo 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 determinacdo 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. Interpretacao dos resultados

Na determinagdo das MICs, quando pelo menos duas das trés réplicas ndo apresentavam
crescimento visivel (Lourengo, Neves e Brito, 2009), ou quando duas das trés réplicas
apresentavam uma reducéo na viabilidade superior a 1 log e inferior a 3 log, o resultado era

considerado negativo (inibicdo do crescimento).

Na determinacdo das MBCs, quando pelo menos duas das trés réplicas apresentavam uma
reducdo na viabilidade superior a 3 log, o resultado era considerado negativo (morte

microbiana).
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V. Resultados e Discussao

1. Teor de Compostos Fendlicos nos Extratos de Feijao-frade

Utilizados

Vérios estudos demostram que o teor fendlico do Feijao-frade varia consoante o pais de
origem (Marathe et al., 2011; Sombié et al., 2018). A variabilidade obtida é devida a
diversidade genética do grdo (Carvalho et al., 2017), originando ndo soO diferengas no
conteudo fendlico total, mas também na composicao fendlica (Awika e Duodu, 2017). Sendo
que € no tegumento onde se encontra a maior concentragdo de compostos fendlicos, a sua
concentracdo é, também, variavel conforme as variedades analisadas (Awika e Duodu, 2017,
Sombié et al., 2018).

A elevada variabilidade na composicdo podera também ser influenciada por fatores como o
método e as condigbes em que foi realizada a extragao (por exemplo, o solvente utilizado, a
temperatura e o pH) (Wolff, Silveira e Lazzarotto, 2019).

O teor fendlico 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 grédo onde o teor fendlico variou
entre 64,0 e 263,7 mg/100g.

Em relagéo as folhas, ndo houve nenhuma variedade que se destacasse uma vez que o teor
fendlico ndo variou entre as variedades (Tabela 3). Relativamente ao teor fendlico das vagens,
a variedade 9L foi a que se destacou com um teor fenélico mais elevado, seguindo-se a
variedade 13B. Em contrapartida, foi a variedade 5V que apresentou menor teor fendlico
(Tabela 3). No caso do gréo, o teor fendlico foi mais elevado na variedade 3E, seguindo-se a
variedade 13B. As variedades 1E e 9L, sdo as variedades que apresentaram menor teor

fendlico (Tabela 3).

Verifica-se, entao, que o teor fendlico varia consoante a parte da planta e que o facto de uma
variedade apresentar maior teor fenélico no grdo, ndo implica que apresente maior teor

fendlico nas vagens, por exemplo.

2. Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de Feijao-frade realizaram-se
ensaios controlo, uma vez que o0s extratos se encontravam dissolvidos em DMSO. Verificou-
se que quer o DMSO a 5% quer a 10% né&o inibiam o crescimento bacteriano. No entanto,

estas duas concentragdes de DMSO inibiram o crescimento dos fungos (Figura 3).

Pagina | 39



Aspergillus Aspergillus Penicillium

niger flavus expansum

Figura 3 — Controlo do DMSO em relacdo aos fungos utilizados.

Como foi referido anteriormente a avaliagéo da atividade antimicrobiana do Feijao-frade foi
analisada em extratos de gréo, vagens secas e folhas jovens. Para cada tipo de extrato foram
analisadas quatro a cinco variedades de Feijao-frade, que foram selecionadas de acordo com
0s objetivos do projeto CoHeSus. Os resultados obtidos serdo apresentados por ordem

crescente de atividade antimicrobiana obtida: extratos de grdo < vagem seca < folha jovem.

Os extratos de grdo analisados (variedades 1E, 3E, 9L e 13B) ndo apresentaram qualquer

tipo de atividade contra as bactérias, L. innocua e E. coli, nem contra P. expansum. No
entanto, extratos de grdo tém 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 extragdo utilizados, nhomeadamente, n-hexano usado
como solvente por aqueles autores. Variaveis como o0 tempo, temperatura, intensidade de
agitagcdo, tamanho das particulas e proporgéo soluto-solvente, influenciam a qualidade dos
extratos obtidos, ndo esquecendo que a complexidade da matriz vegetal influencia também a
eficacia da extracdo (Wolff, Silveira e Lazzarotto, 2019). Para além do método de extragéo
influenciar os resultados obtidos, o0 método de analise da atividade antibacteriana é outra

variavel a considerar.

Ja os extratos de vagem apresentaram alguma atividade antibacteriana (ver 2.1), mas

nenhuma atividade antifingica.

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

vez que apresentaram quer atividade antibacteriana, quer atividade antifiungica contra P.
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expansum. A atividade antifingica 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 ndo

apresentaram qualquer tipo de inibicdo (ver 2.2).

Os resultados em bruto relativos aos extratos de vagem e folha encontram-se no Anexo | e

I, respetivamente.

2.1. Extratos de Vagem

Ao contrario do que se verificou com 0s extratos de gréo, os extratos de vagens secas

apresentaram alguma atividade antibacteriana embora nenhuma atividade antifingica.

Bactérias
MIC

A MIC foi determinada visivelmente sempre que possivel, ou na sua impossibilidade por uma
reducao da viabilidade microbiana superior a 1 log, mas inferior a 3 log. Os resultados relativos
as MICs das cinco variedades em andlise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B), em relacéo 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)
Extratos de Vagem das Variedades
Bactérias

1E 3E 5v 9L 13B

L.innocua 12,9 14,2 51 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: (-) Nao houve inibicdo com a concentracéo 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 inibitéria (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 suscetiveis do que as bactérias gram-

negativas (Tabela 5).

A reducdo logaritmica associada as MICs encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Reducao logaritmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e

Salmonella, em relacdo as MICs, com os extratos de vagem das cinco das variedades em

Bactérias
I
L.innocua 6,2
L. monocytogenes | 6,8
E. coli 6,3
Salmonella 6,7

1E
=
4,2
15
1,0
4,8

estudo (1E, 3E, 5V, 9L e 13B).

A
2,0
5,3
5,3
19

I
6,2
6,8
6,3
6,7

Reducdao logaritmica (Log)

Extratos de Vagens das Variedades

3E
F
4,1
4,4
0,0
4,7

A
2,1
2,4
6,3
2,0

I
6,2
6,8
6,3
6,7

5V
F
4,3
0,0
4,3
0,0

A
1,9
6,8
2,0
6,7

I
6,2
6,8
6,3
6,7

oL
F
4,6
4.4
0,0
1,0

A
1,6
2,4
6,3
5,7

13B
I F A
6,8 0,0 6,8
76139 3,7
6,7 1,6 | 51

Legenda: | e F — Concentracao inicial (1) e final (F) em log UFC/mL; A - Variacao; (-) N&o houve inibigdo com a concentracéo

mais elevada em teste; Negrito — Redugao logaritmica total.

Nota: Nos casos em que ndo houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de célculo 1 UFC/mL.

MBC

A atividade antibacteriana foi avaliada em extratos de vagem das cinco variedades em teste.

As MBCs obtidas, em relacdo 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)

Extratos de Vagem das Variedades

Bactérias
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 62,7 621

Legenda: (-) Nao houve inibicdo com a concentracdo mais elevada em teste

As MBCs dos extratos de vagem variam com a bactéria e com a variedade de Feijao-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 suscetiveis 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 relacdo as bactérias gram-positivas, a bactéria ndo patogénica, L. innocua, foi mais
suscetivel do que L. monocytogenes. O mesmo nao se verificando com as bactérias gram-

negativas. Salmonella foi mais suscetivel que E. coli, ndo patogénica.

O conhecimento da reducéo logaritmica associada as MBCs verificadas para as bactérias em
estudo pode auxiliar a compreender a atividade antimicrobiana das variedades analisadas.

Na Tabela 8 estdo apresentadas as respetivas reducdes logaritmicas.
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Tabela 8 — Reducdo logaritmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e
Salmonella, em relacdo as MBCs, com 0s extratos de vagem das cinco das variedades em
estudo (1E, 3E, 5V, 9L e 13B).

Reducao logaritmica (Log)

Extratos de Vagens das Variedades

Bactérias 1E 3E 5V oL 13B
I F A I F A I F A I F A I F A
L.innocua 6,2 0,0 6,2 6,2 21 41 62 23 39 6,2 16 4,6 -
L. monocytogenes 6,8 15 53 68 00 68 68 00 6,8 68 00 68 68 0,0]6,8
E. coli 6,3 15 48 63 00 63 6,3 00 6,3 63/ 00 6,3 7,6 3,9 3,7
Salmonella - 6,7/ 0,0 6,7 6,7 00 6,7 6,7 1,0 57 6,7 16|51

Legenda: | e F — Concentracdo inicial (1) e final (F) em log UFC/mL; A - Variagdo; (-) Nao houve inibicdo com a concentracdo mais
elevada em teste; Negrito — Reducéo logaritmica total.

Nota: Nos casos em que ndo houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de célculo 1 UFC/mL.

Alguns extratos levaram a reducao logaritmica total (valores a negrito na Tabela 8).

E possivel observar que foram as variedades 3E e 5V que apresentaram os resultados mais
promissores, uma vez que, as reducdes verificadas para trés das quatro bactérias estudadas
foram totais. L. monocytogenes foi a bactéria mais suscetivel, apresentando reducao total com

quatro dos cinco extratos em teste.

Em geral, a MIC foi igual a MBC (Tabela 5 e 7).

2.2. Extratos de Folha
Bactérias
MIC

Os resultados obtidos relativos as MICs das bactérias em estudo, L. innocua, L.
monocytogenes, E.coli e Salmonella, relativamente aos quatro extratos em analise (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.

Extratos de Folha das Variedades

Bactérias
1E

L.innocua 1,1

L. monocytogenes 1,1
E. coli 9,1

S. Typhimurium 4,5

MIC (mg/mL)
3E oL
1,1 2,3
1,1 2,3
9,1 9,1
9,1 9,1

13B
11
2,3
91
9,1

As MICs dos extratos de folhas variam com a bactéria, mas ndo variam muito de variedade

para variedade de Feijdo-frade. As variedades 1E e 3E foram as que apresentaram melhor

capacidade de inibicdo 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

S840 mais suscetiveis que as bactérias gram-negativas, 0 mesmo acontecendo com as outras

variedades.

As reducgdes logaritmicas associadas as MICs encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10 — Reducdo logaritmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e
Salmonella, em relacdo as MICs, com os extratos de folha das quatro das variedades em
estudo (1E, 3E, 9L e 13B).

Reducdao logaritmica (Log)

Extratos de Folha das Variedades

Bactérias 1E 3E oL 13B
| F A | F A | F A I F A
L.innocua 65 3926 65 38 27 65 20 45 65 22 43
L. monocytogenes 65 4,7 18 65 32 33 72 44 28 65 00 6,5
E. coli 72 /00|72|72/00 72|74 22|52 |74|00 )74
Salmonella 74 00|74 74 00 74 74 00 74 74 00 74

Legenda: | e F — Concentragéo inicial (1) e final (F) em log UFC/mL; A - Variacéo; Negrito — Reducao logaritmica
total.

Nota: Nos casos em que ndo houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de calculo
1 UFC/mL.

MBC

A avaliacdo da suscetibilidade das bactérias foi avaliada em extratos de folhas das variedades
1E, 3E, 9L e 13B. Os resultados relativos as concentragdes minima bactericida (MBC), em
relacdo 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)

Extratos de Folha das Variedades

Bactérias
1E 3E oL 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 nao diferem muito de
variedade para variedade, sendo para L. monocytogenes que ocorreu variacdo. 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 suscetiveis 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 diferenca de suscetibilidade ocorre a nivel estrutural, uma vez que as bactérias gram-
negativas apresentam uma maior resisténcia aos extratos. As bactérias gram-negativas
apresentam na sua parede celular uma membrana externa, composta por uma bicamada
fosfolipidica e proteinas, sendo a parte externa desta membrana composta por
lipopolissacaridos (Brown et al., 2015). A presenca dos LPS impede que 0s compostos
fendlicos se liguem a camada de peptidoglicano (Cui et al., 2012), conferindo as estas
bactérias uma maior resisténcias aos compostos fendlicos (Nohynek et al., 2006). A fraca
atividade demonstrada pelos extratos contra as bactérias gram-negativas pode também ser
devida as caracteristicas lipofilicas 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
diminuicdo da hidrofobia dos compostos fendlicos verifica-se uma menor afinidade para a
bicamada lipidica das bactérias gram-negativas, ou seja, uma menor redugéo da viabilidade

destas bactérias.

Na Tabela 12 estéo apresentadas as reducgdes logaritmicas associadas as MBCs.
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Tabela 12 — Reducdo logaritmica (log) média de L. innocua, L. monocytogenes, E. coli e
Salmonella, em relacdo as MBCs, com os extratos de folha das quatro das variedades em
estudo (1E, 3E, 9L e 13B).

Reducéo logaritmica (Log)

Extratos de Folha das Variedades

Bactérias 1E 3E 9L 13B
| F A | F A | F A I F A
L.innocua 65 0065 65 00 65 65 20 45 65 22 43
L. monocytogenes 65 00 65 65 32 33 72 00 72 65 00 65
E. coli 72 /00|72 7200 |72|7422|52|74|00 )74
Salmonella 74 00|74 ,/74 00 74 74 00 74 74 00 74

Legenda: | e F — Concentragéo inicial (1) e final (F) em log UFC/mL; A - Variacdo; Negrito — Reducéo logaritmica
total.

Nota: Nos casos em que ndo houve contagem de UFCs (< 10 UFC/mL), considerou-se para efeitos de calculo
1 UFC/mL.

Os resultados obtidos mostram que houve extratos de folhas que levaram a reducao total das
bactérias (Tabela 12).

O extrato de folha da variedade 1E apresentou os resultados mais promissores, uma vez que,
as reducdes 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 €, no entanto, a bactéria em que ocorre uma reducao total com todos os extratos em

teste.

Comparando as Tabelas 9 e 11, verifica-se também que a MIC é, geralmente, igual a MBC.

De acordo com Shanmughapriya et al. (2008), quando a razao MBC/MIC é <2, o agente em
teste é considerado bactericida, levando, portanto, a morte dos microrganismos. Quando a
razdo MBC/MIC>2, o agente é bacteriostatico, ou seja, inibe o crescimento dos
microrganismos. E se a razdao MBC/MIC=16,0 o agente é considerado ineficaz. A
determinacgéo desta razao permite, assim, aferir qual o mecanismo de antibiose do composto
em andlise (Parreira et al., 2017). Foi, entdo, calculada a razdo entre a MBC e a MIC para 0s
extratos analisados. Na Tabela 13 encontram-se os resultados obtidos, relativos aos extratos

de vagem e de folha.
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Tabela 13 — Razéo entre MBC e MIC dos extratos de vagem e de folha das variedades em
analise (1E, 3E, 5V, 9L e 13B) para L.innocua, L. monocytogenes, E.coli e Salmonella.
Razdo MBC/MIC
Extratos das Variedades
Bactérias 1E 3E 5V oL 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

) N&o foi possivel determinar MBC (reduc&o < 3 log); ® N&o houve inibigdo com a concentragdo mais elevada em teste.

Em 22 dos 36 casos analisados a MIC obtida corresponde a MBC (MBC/MIC = 1), como
mencionado anteriormente. De acordo com Shanmughapriya et al. (2008) €, assim, possivel
concluir gue os respetivos extratos sdo bactericidas, sendo portanto uma grande vantagem
do possivel uso destes extratos como conservantes alimentares naturais ou integrando

desinfetantes de uso alimentar.

Apenas o extrato de vagem da variedade 5V, é considerado bacteriostatico para as bactérias

nao patogénicas em estudo (L. innocua e E. coli) (Tabela 13).

Os extratos de folhas sdo bastante promissores como antimicrobianos, uma vez que podem

ser considerados bactericidas.

A crescente preocupacdo dos consumidores acerca do uso de conservantes usados nos
alimentos, bem como o aumento de resisténcia aos conservantes por parte dos
microrganismos, levou a procura de produtos naturais como conservantes alternativos de
alimentos (AlSheikh et al., 2020; Tajkarimi, Ibrahim e Cliver, 2010).

As plantas alimenticias sdo 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 secundarios sintetizados pelas plantas, como alcaldides, compostos
fendlicos e terpendides (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 Feijdo-frade é uma leguminosa que

tem na sua constituigcdo tanto compostos fendlicos como péptidos bioativos (Awika e Duodu,
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2017) e, portanto, a atividade antimicrobiana dos seus extratos pode dever-se a estes

COMpOostos.

No entanto, os resultados obtidos sugerem que a atividade antimicrobiana dos extratos
testados neste trabalho se deva, maioritariamente, a presenca dos compostos fenélicos e nédo
aos peéptidos, uma vez que para a obtencdo dos extratos foi usado etanol, favorecendo-se,
assim, a extracao compostos fendlicos (Dai e Mumper, 2010). Os péptidos sdo, normalmente,
extraidos com n-hexano. Também Ashraduzzaman et al. (2016), Kritzinger, Lall e Aveling,
(2005), Lenny e Rizky (2020) e Vats et al. (2012) concluiram que as bactérias gram-negativas
sd0 mais resistentes a extratos fendlicos que as bactérias gram-positivas, devido a interacéo
com a parede bacteriana. Kritzinger, Lall e Aveling (2005) verificaram que os extratos de
Feijdo-frade tém potencial para inibir o crescimento de certos patogenos bacterianos e
fungicos. Este potencial pode dever-se, assim, aos compostos fendlicos presentes nas folhas
de Feijao-frade.

Estudos realizados por Kritzinger, Lall e Aveling (2005) concluiram que os extratos de folhas
de Feijdo-frade apresentaram atividade antifingica na concentracdo 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 difusdo em placas de Petri. A concentracao final dos extratos incorporados nas
placas de Petri variou entre 0,5 a 5 mg/mL. Relativamente a atividade antibacteriana
concluiram também que as bactérias gram-positivas sao mais suscetiveis do que as bactérias
gram-negativas, uma vez que dentro das bactérias gram-negativas Enterobacter cloacae foi
a Unica que apresentou alguma inibicdo. No entanto, a atividade antibacteriana variou com a
bactéria em teste (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, B. cereus, B. subtilis e
Enterobacter cloacae). Esta diferenca de atividade pode dever-se as caracteristicas lipofilicas
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
Feijdo-frade e concluiram que os compostos fendlicos presentes eram predominantemente
flavonois (quercetina e kaempferol) e acidos fendlicos (acido p-cumarico, acido benzoico,
acido ferdlico). Concluiram também que o0s compostos apresentavam atividade
antimicrobiana contra varios bactérias e fungos patogénicos (Adamczak, Ozarowski e
Karpinski, 2020; Cueva et al., 2010; Daglia, 2012).
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As concentracdes fendlicas dos extratos utilizados por Kritzinger, Lall e Aveling (2005) sdo
semelhantes as dos extratos utilizados no presente trabalho. Ser4 talvez a razdo para que 0s
resultados obtidos por estes autores sejam semelhantes aos aqui apresentados. No entanto,
Kritzinger, Lall e Aveling (2005) obtiveram atividade antifingica contra Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Fusarium equiseti, F. proliferatum, a qual ndo foi obtida no presente estudo.
Em relacdo a atividade antibacteriana, os resultados estdo em concordéncia com os destes
autores, uma vez que as concentracdes em teste utilizadas por Kritzinger, Lall e Aveling (2005)
nao inibiram E. coli na concentracdo 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 evolucdo da atividade antimicrobiana do Feijao-frade in
vitro, sendo o0s extratos provenientes de plantulas 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 ug/mL, seguindo-se Bacillus cereus, 125 £ 0,9 ug/mL,
Staphylococcus aureus, 138 + 1,0 ug/mL, Proteus mirabilis, B. subtilis, 150 upg/mL, e
Pseudomonas aeruginosa, 168 pug/mL. Estes autores concluiram que a atividade
antibacteriana do extrato podia ser devida ao contetdo fendlico e flavonéide do calo, e que a
diferenca de atividades se deveu a presenca de diferentes compostos existentes em

concentracdes variaveis que afetam adversamente o metabolismo das bactérias.

Ashraduzzaman et al. (2016) analisaram a atividade antimicrobiana do 6leo de sementes de
Feijdo-frade e verificaram que estes extratos apresentaram atividade antimicrobiana, em
diferentes concentracdes, 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 fendlicos presentes no Feijao-frade, uma vez que
estes compostos tém 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 Feijao-frade inibiam
o crescimento de Staphylococcus aureus, mas ndo de Escherichia coli. Esta diferenca pode,
mais uma vez, dever-se ao facto da diferenca 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 diferenca de
suscetibilidades pode variar consoante 0 composto em teste. Uma vez que a suscetibilidade
das bactérias aos compostos fendlicos depende das espécies bacterianas, da pureza e da
estrutura dos compostos, bem como dos métodos usados para a avaliacdo da atividade

antibacteriana (Cetin-Karaca e Newman, 2015; Elisha et al., 2017).

Os resultados apresentados indicam, também, diferencas de inibicdo 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 Feijdo-frade (Mirela et al.,
2014; Stefanovié, Tesi¢ e Comié, 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 Feijdo-frade apresentam
atividades antimicrobianas mais promissoras que 0s restantes extratos em analise. Uma
possivel justificacdo € o facto de as folhas de Feijdo-frade apresentarem na sua composicao
compostos fendlicos como quercetina, kaempferol, acido p-cumarico, acido ferllico e acido

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)
concluiram que as folhas de kiwi apresentam alto teor em flavan-3-ols, flavondis e atividade
antimicrobiana contra S. aureus mas nado para E. coli, P. aeruginosa e C. albicans. Estes
autores concluiram que a atividade antibacteriana do extrato pode ser devido ao contetdo
fendlico, e que a diferenca de atividade pode dever-se a presenca de varios compostos
existentes em concentracdes variaveis que afetam o metabolismo dos microrganismos (Vats
et al., 2012).

Stefanovié, Tesi¢ e Comié (2015) avaliaram extratos de Melilotus albus (Meliloto-branco) e
Dorycnium herbaceum (L6tus) como fonte de compostos fendlicos e os seus potenciais
antimicrobiano, antibiofiime e antioxidante. Létus é uma planta que apresenta uma
composicao fendlica semelhante a composi¢do do Feijao-frade, nomeadamente miricetina,
quercetina e kaempferol (Kazantzoglou et al., 2004). Stefanovié, Te$ié e Comié (2015)
verificaram que a atividade antimicrobiana dos extratos em analise variava dependendo: (1)
da espécie de planta, (2) do tipo de extrato da planta e (3) da espécie de microrganismo. Estes
autores observaram, a semelhanca do que se verificou no presente trabalho, que os extratos

apresentaram melhor atividade antibacteriana do que antifingica, e que as bactérias gram-
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negativas em andlise, 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 composicdo fendlica semelhante, Feijao-frade e Lotus,
mas com concentracdo diferente, extratos de Lotus 10 ou mais vezes concentrado que
extratos de Feijao-frade, ndo apresentaram atividade antimicrobiana semelhante, uma vez
que os valores de MIC obtidos por Stefanovi¢, Tesi¢ e Comi¢ (2015), sdo superiores as MICs
obtidas no presente trabalho (9,1 mg/mL para E. coli).

As folhas de Feijdo-frade sdo ricas em compostos fendlicos. No entanto, uma vez que a
caracterizacao fendlica das folhas utilizadas para os extratos ainda esta a decorrer, ndo €
possivel afirmar ainda quais os constituintes fendlicos das folhas responsaveis pela atividade
observada. Segundo vérios autores, as folhas de Feijao-frade sdo compostas por flavonéis
como quercetina e kaempferol, e acidos fenélicos como acido p-cumarico, acido ferulico e
acido benzoico (Tabela 1). Admitindo que as folhas utilizadas para os extratos utilizados neste
trabalho apresentam uma composicéo fendlica semelhante ao descrito na bibliografia, sugere-
se que a atividade antimicrobiana apresentada pelas folhas provavelmente esta relacionada
com a presencga dos compostos fendlicos, quercetina, kaempferol, acido p-cumarico, acido

ferdlico e 4cido 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 fendlicos como &cido clorogénico, curcumina, (-)
epicatequina, miricetina, quercetina, rutina e timoquinona. Timoquinona, rutina, (-)
epicatequina e miricetina apresentaram inibicdo para ambas as bactérias, em concentracdes
diferentes. Concluiram também que o mecanismo de inativacéo das bactérias gram-negativas
baseia-se na desintegracdo da membrana externa que, por sua vez, leva a lise celular.
Relativamente a quercetina, esta ndo apresentou atividade, no entanto estes resultados foram

contraditérios com estudos anteriores.

Ha estudos que indicam que a quercetina e o kaempferol apresentam atividade
antimicrobiana. A quercetina apresenta atividade antimicrobiana ndo s6 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 a¢do destes flavondis consiste na inibicdo da sintese
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de DNA (Chen e Huang, 2011; Hossion et al., 2011; Huang et al., 2015) e na permeabilizacao

da membrana citoplasmatica (Siriwong et al., 2015).

Puupponen-Pimia et al. (2001) avaliaram as propriedades antimicrobianos de extratos de
bagas, uma vez que estas também sao ricas em compostos fendlicos. Alguns dos compostos
fendlicos presentes nos extratos de bagas fazem, também, parte do perfil fenélico das folhas
de Feijao-frade, como por exemplo, &cido ferulico, kaempferol, quercetina. Puupponen-Pimia
et al. (2001) verificaram que a quercetina assim como o &cido ferulico inibiram o crescimento

de algumas estirpes de E. coli,. A Salmonella foi inibida pelo &cido ferulico.

A diferenca de resultados entre Barbieri et al. (2017), Cetin-Karaca e Newman (2015) e
Puupponen-Pimia et al. (2001) sugere que compostos fendlicos mais hidrofilicos sédo melhores
inibidores do que os menos hidrofilicos (Rashed et al., 2014), ou seja, uma vez que a
quercetina e o kaempferol, séo de natureza mais lipofilica (um e dois grupos hidroxilo a menos
do que na miricetina, respetivamente) (Puupponen-Pimia et al., 2001), estes flavondis
apresentam uma atividade antimicrobiana mais baixa. Xie et al. (2015) concluiram que os
grupos hidroxilo em determinadas posi¢cdes dos anéis aromaticos dos flavonoides aumentam
significativamente o efeito antibacteriano, além de que a existéncias de ligagbes duplas entre
C2 e C3 aumenta a atividade antibacteriana (Xie et al., 2017). A pureza da quercetina também
justifica a diferenga de atividades antimicrobianas, uma vez que difere de planta para planta

(Cetin-Karaca e Newman, 2015).

A diferenga de extratos influencia a atividade obtida. Kirigia et al. (2018) analisaram a evolucao
de fitonutrientes nas folhas de Feijdo-frade sob diversas variaveis como o estagio de
desenvolvimento, a temperatura de armazenamento e a duragdo do armazenamento.
Verificaram que as concentracdes de flavondides nas folhas de Feijdo-frade néo
apresentaram diferengas significativas com as diferentes idades das plantas. No entanto, a
secagem das folhas pelo sol reduz significativamente o teor de compostos fendlicos nas folhas
e nas vagens. Relativamente aos flavonoides, 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 diferenca de atividade antimicrobiana entre os extratos
de vagens e os extratos de folhas obtidos neste trabalho, apesar do perfil fendlico poder ser,

eventualmente, semelhante (Tabela 1).

Carvalho et al. (2021) verificaram que o0 grdo seco de Feijao-frade apresenta menor teor
fendlico que as vagens imaturas e do que as sementes imaturas de Feijao-frade. As diferencas
de composicdo e concentracdo fendlica permitem explicar a diferenga de atividade

antimicrobiana entre os extratos analisados neste trabalho.
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V. Conclusodes

A preocupacao com a seguranca dos alimentos, incluindo o uso de conservantes, as doencas
transmitidas pelos alimentos e 0 aumento da resisténcia microbiana a aditivos alimentares,
tem vindo a aumentar. Este trabalho veio enfatizar as propriedades antimicrobianas do Feijao-
frade, com vista a utilizacdo 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 grao, vagens e folhas de cinco variedades, sobre bactérias patogénicas
de origem alimentar gram-positivas (Listeria monocytogenes) e gram-negativas (Salmonella),
assim como bactérias ndo patogénicas (Listeria innocua e Escherichia coli) e fungos
filamentosos (Penicillium e Aspergillus). Verificando-se que:

e Os extratos que apresentaram resultados mais promissores foram os extratos de
folhas, seguindo-se os extratos de vagem.

¢ Os extratos de grao ndo apresentaram qualquer tipo de atividade antimicrobiana sobre
0S microrganismos em teste.

o As bactérias gram-positivas apresentaram maior suscetibilidade aos extratos, nao
havendo, praticamente, diferengcas entre L. monocytogenes e L. innocua. Ja em
relacdo ao grupo das bactérias gram-negativas, além de apresentarem menor
suscetibilidades aos extratos, E. coli foi menos suscetivel que Salmonella.

e Relativamente aos fungos, apenas P. expansum apresentou inibicdo com a variedade
oL.

e A variedade que se destacou pela sua atividade antibacteriana foi a variedade

comercial 1E (Fradel).

Os resultados aqui apresentados, com as cinco variedades de Feijao-frade em estudo, véao
ao encontro de resultados de outros autores, indicando que os extratos de folha e de vagem
de Feijao-frade apresentam propriedades antimicrobianas. No entanto, sdo necessarios mais
estudos, que incluam a avaliacdo das caracteristicas organoléticas, de seguranca e de
toxicidade dos extratos para 0s consumidores, bem como um maior numero de

microrganismos em teste.

A preservacao do gréo para fins alimentares e o aproveitamento sustentavel das folhas e das
vagens para extracdo 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 doencas de origem alimentar.
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VIl. Anexos

NOTA: Os resultados em branco deve-se ao facto de ndo ter existido inibigdo com a concentragdo em teste.

Anexo | — Extratos de Vagem

Variedade Bactéria
L.innocua
1E
L.
monocytogenes

Concentracéo

do Extrato

(mg/mL)

103,3

147.8

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

1,6E+06

6,5E+06

Log

Inicial

6,2

6,8

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/

Coluna

G mmooO ®>» G mmoo o >

1,0E+00
1,0E+00
1,8E+04

1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
2,0E+04

1,0E+00
2,5E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,3E+04

1,0E+00
1,0E+00

Log final

0,0
0,0
4,2

0,0
0,0
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0,0
0,0
4,3

0,0
4,4

0,0
0,0
4,1

0,0
0,0

Reducéo

6,2
6,2
19

6,8
6,8

6,2
6,2
19

6,8
2,4

6,2
6,2
2,1

6,8
6,8



Variedade

1E

Bactéria

E. coli

S.

Typhimurium

Concentracéao
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(mg/mL)

103,3
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poco
(UFC/mL)

2,0E+06

4,5E+06

Log
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® mM m O O @ » @O T mMm O O W >

1,0E+00
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1,6E+04

2,5E+04

6,8E+04

1,0E+00
2,0E+04

1,4E+04

3,8E+04

3,8E+04

2,4E+04

2,0E+04

5,4E+04
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3,2

4,2

4,4
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2,1

1,9

1,8

6,3
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1,9

2,0

1,9
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Concentracéo
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(mg/mL)
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@ m m O O @™ >» O M M O O W >
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6,8
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6,2
2,2

15

6,8
6,8

2,6

6,2
3,8

2,4

6,8
6,8
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Indculo Contagem placas final (UFC/mL) Log final Reduc&o

Concentracéao o
_ . Inicialno  Log
Variedade Bactéria do Extrato . Réplica/
(ma/mL) po¢o Inicial ol 1 2 3 1 2|3 1 2|3
(UFC/mL) oluna
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
E. coli 113,8 2,0E+06 6,3 D
E
=
G
3E
A 6,0E+03 6,6E+04 54E+04 38 48 47 29 18 19
B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,7 6,7 6,7
C 54E+04 5,6E+04 2,6E+04 4,7 47 44 19 19 272
S.
_ _ 162,8 4,5E+06 6,7 D
Typhimurium
E
F
G
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Variedade

5V

Bactéria

L. innocua

L.

monocytogenes

Concentracéao
do Extrato
(mg/mL)

81,2

116,1

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

1,6E+06

6,5E+06

Log

Inicial

6,2

6,8

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@ m m OO O @ » @ mMm mMm O O W >

5,1E+02
6,0E+01
4,0E+01

1,5E+04

1,0E+00
1,0E+00

3,3E+04

1,0E+00
2,8E+03
4,2E+04

2,3E+04

1,0E+00
1,0E+00

2,1E+02
5,0E+01
2,8E+03

1,6E+04

1,0E+00
1,0E+00

Log final

2,7
1,8
1,6

4,2

0,0
0,0

4,5

0,0
3,4
4,6

4,4

0,0
0,0

2,3
1,7
3,5

4,2

0,0
0,0

Reducéo

3,5
4,4
4,6

2,0

6,8
6,8

2,3

6,2
2,7
1,6

1,8

6,8
6,8

3,9
4,5
2,7

2,0

6,8
6,8
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Concentr

. - acdo do
Variedade Bactéria
Extrato
(mg/mL)
E. coli 81,2
5V
S.
o 116,1
Typhimurium

In6éculo

Inicial no

poco

(UFC/mL)

2,0E+06

4,5E+06

Log

Inicial

6,3

6,7

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/

Coluna

@ m m OO O @ » @ mMm mMm O O W >

1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

9,6E+03

1,0E+00

1,8E+04

1,0E+00

Log final Reducéo

1,0E+00 00 00 00 6,3 63 6,3
2,5E+04 0,0 44 6,3 1,9

2,0E+04 43 4,3 20 20

1,0E+00 0,0 0,0 0,0 6,7 6,7 6,7

4,0 2,7
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Variedade

9L

Bactéria

L.innocua

L.

monocytogenes

Concentracéo
do Extrato
(mg/mL)

175,4

250,9

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

1,6E+06

6,5E+06

Log

Inicial

6,2

6,8

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@ m m O O @™ >» O M M O O W >

2,0E+01
1,0E+00
3,7E+04

1,0E+00
1,0E+00

1,5E+02
1,5E+03

1,0E+00
1,0E+00

1,8E+04

1,0E+00
3,0E+01
4,4E+04

1,0E+00
1,0E+00

3,8E+04

Log final

1,3 2,2 00
00 32 15
4,6 4,6

0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0

4,2 4,6

Reducéo

4,9
6,2
1,6

6,8
6,8

4,0
3,0

6,8
6,8

2,6

6,2
4,7

15

6,8
6,8

2,2
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In6éculo

Concentracéao o
, . Inicial no  Log
Variedade Bactéria do Extrato .
poco Inicial
(mg/mL)
(UFC/mL)
E. coli 175,4 2,0E+06 6,3
oL
S.
_ _ 250,9 4,5E+06 6,7
Typhimurium

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Reducéao

Réplica/

. 2 3 1 2 3 1 2 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
A 4,6E+00 4,8E+00 49E+00 46 48 49 20 1,8 1,8
B 2,8E+00 0,0E+00 O,0E+00 2,8 0,0 0,0 3,8 6,7 6,7
C
D
E
F
G
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Indculo Contagem placas final (UFC/mL) Log final Reduc&o

Concentracéo o
. . Inicial no  Log
Variedade Bactéria do Extrato . Réplica/
(mg/mL) poco Inicial ol 1 2 3 1 (2|3 |1|2]3
(UFC/mL) oluna

A

B

C

L.innocua 185,9 1,0E+07 7,0 D

E

F

G

13B

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

L.
248,4 6,5E+06 6,8 D
monocytogenes

E

F

G
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In6culo

Concentracéo o
_ . Inicial no
Variedade Bactéria do Extrato
pogo
(mg/mL)
(UFC/mL)
E. coli 185,9 3,9E+07
13B
S.
_ _ 248,4 4,5E+06
Typhimurium

Log

Inicial

7,6

6,7

Contagem placas final (UFC/mL) Log final Reducéao
Réplica/
. 2 3 1 2 3 1 2 3
A
B 3,4E+04 1,7E+03 45 3,2 31 44
C
D
E
=
G
A 5,2E+04 5,0E+04 47 4,7 19 20
B 3,5E+04  1,0E+00 1,0E+00 45 0,0 0,0 2,1 6,7 6,7
C
D
E
F
G
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Anexo |l — Extratos de Folha

Variedade

1E

Bactéria

L.innocua

L.

monocytogenes

Concentracao
do Extrato

(mg/mL)

72,7

72,7

In6culo

Inicial no

pogo
(UFC/mL)

2,9E+06

3,2E+06

Log

Inicial

6,5

6,5

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/

Coluna

mT m o O ® » G M m O O W >»

®

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

6,5E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

4,5E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

7,1E+02

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

5,3E+04

Log final

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

4.8

0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

4,7

0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

2,8

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

4,7

0,0

Reducéo

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

17

6,5
6,5
6,5
6,5

6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

1,8

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

3,6

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

1,8
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Inoculo
, . Concentragéo do Inicial no
Variedade Bactéria
Extrato (mg/mL) poco
(UFC/mL)
E. coli 72,7 1,5E+07
1E
S.
. . 2,7 2,5E+07
Typhimurium

Log

Inicial

7,2

7,4

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

® mM m O O @ » O MW mMm O O W »

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
4,4E+04
4,2E+04
1,8E+04

1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

6,9E+04

1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

Log final

0,0
0,0
0,0
4,6
4,6

4,2

0,0
0,0

0,0
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0,0
0,0
0,0

4,8

0,0
0,0

0,0

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0

0,0

Reducéo

7,2

7,2

2,5
2,6
2,9

7,4
7,4

7,4

7,2
7,2

7,2

2,3

7,4
7,4

7,4

7,2
7,2

7,2

7,4
7,4

7,4



Variedade

3E

Bactéria

L.innocua

L.

monocytogenes

Concentracéo
do Extrato
(mg/mL)

72,7

72,7

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

2,9E+06

3,2E+06

Log

Inicial

6,5

6,5

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@& m mMm O O @™ >» @ M M O O W >

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
5,1E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

2,0E+03

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,3E+03

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
7,8E+02

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

Log final

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

4,7

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

3,3

0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

3,1

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,9

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Reducéo

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
1,8

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

3,2

6,5
6,5
6,5
6,5

6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

3,4

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
3,6

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
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Concentracéao
Variedade Bactéria do Extrato
(mg/mL)
E. coli 72,7
S.
) ) 72,7
Typhimurium

In6culo

Inicial no

poOco
(UFC/mL)

1,5E+07

2,5E+07

Log

Inicial

7,2

7,4

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@ m m O O @™ >» @ T M O O W >

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

2,0E+03

1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00

4,5E+04

2,0E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

6,6E+04
6,8E+04

1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00

2,1E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

3,7E+03

1,0E+00
1,0E+00
3,6E+04
1,8E+04

5,6E+04

Log final

0,0
0,0
0,0

3,3

0,0

0,0

0,0

4,7

4,3

0,0
0,0
0,0

4,8
4,8

0,0

0,0

0,0

4,3

0,0
0,0
0,0

3,6

0,0
0,0
4,6
4,3

4,7

Reducéo

7,2
7,2

7,2

3,9

7,4

7,4

7,4

2,7

3,1

7,2
7,2

7,2

2,4

2,3

7,4

7,4

7,4

3,1

7,2
7,2

7,2

3,6

7,4
7,4
2,8
3,1

2,6
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Variedade

9L

Bactéria

L.innocua

L.

monocytogenes

Concentracéo
do Extrato
(mg/mL)

72,7

72,7

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

3,0E+06

1,8E+07

Log

Inicial

6,5

7,2

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@& m mMm O O @™ >» @ M M O O W >

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,4E+02

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

2,7E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

8,6E+02

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
3,3E+04

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+01

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

Log final

0,0
0,0
0,0
0,0

2,1

0,0
0,0
0,0
0,0

4,4

0,0
0,0
0,0
0,0

2,9

0,0
0,0
0,0
0,0

4,5

0,0
0,0
0,0
0,0

1,0

0,0
0,0
0,0

0,0

Reducéo

6,5
6,5
6,5
6,5

4,3

7,2
7,2
7,2
7,2

2,8

6,5
6,5
6,5
6,5

3,5

7,2
7,2
7,2
7,2

2,7

6,5
6,5
6,5
6,5

55

7,2
7,2
7,2

7,2
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Variedade

oL

. In6culo
Concentracao o
. Inicial no Log
Bacteria do Extrato o
poco Inicial
(mg/mL)
(UFC/mL)
E. coli 72,7 2,6E+07 7,4
S. Typhimurium 72,7 2,5E+06 7,4

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/

Coluna ° 3
A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
C 4,8E+02 7,7E+03 1,0E+00
D
E 4,5E+03
F 1,4E+04
G 6,8E+03  8,7E+03
A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
D 4,3E+03
E
F
G

Log final Reducéao

00 00 00 74 74 74
00 00 00 74 74 7.4
27 39 00 47 35 74

3,7 3,8
4,2 3,3

3,8 39 3,6 3,5
00 00 00 74 74 74
00 00 00 74 74 74
0,0 00 00 74 74 74

3,6 3,8
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Variedade

13B

Bactéria

L.innocua

L.

monocytogenes

Concentracéo
do Extrato
(mg/mL)

72,7

72,7

In6bculo

Inicial no

poco
(UFC/mL)

3,0E+06

3,2E+06

Log

Inicial

6,5

6,5

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/
Coluna

@& m mMm O O @™ >» @ M M O O W >

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
3,5E+02

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
6,0E+01

1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00
1,0E+00

Log final

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,5

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,8

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Reducéo

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
3,9

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

6,5
6,5
6,5
6,5

6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

4,7

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5
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Variedade

13B

Inobculo

Concentracéo o

. Inicial no Log

Bacteria do Extrato o
poco Inicial

(mg/mL)
(UFC/mL)
E. coli 72,7 2,6E+07 7,4
S. Typhimurium 72,7 2,5E+06 7,4

Contagem placas final (UFC/mL)

Réplica/

Coluna ? 3
A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
D
E
F 1,5E+03 9,9E+02 1,7E+04
G 5,9E+03
A 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
B 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
C 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
D
E
F
G

Log final Reducéao

00 00 00 74 74 74
00 00 00 74 74 7.4
00 00 00 74 74 7.4

32 30 42 42 4,4 32
3,8 3,6

00 00 00 74 74 74
00 00 00 74 74 74

00 00 00 74 74 74
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