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Resumo 

 

Os produtos naturais têm uma grande importância no tratamento de doenças desde os 

tempos antigos. De fato, na medicina tradicional, as plantas desempenham um papel crucial 

na prevenção de diferentes doenças e receberam especial atenção para novas opções 

terapêuticas. Neste contexto, a descoberta de novos agentes antimicrobianos é uma 

necessidade urgente para combater infeções oportunistas ou a resistência dos microrganismos 

aos antibióticos. Os produtos naturais alternativos encontrados nas plantas podem ter 

interesse, pois alguns extratos vegetais com os seus fitoquímicos são conhecidos por terem 

propriedades antimicrobianas, o que pode ter uma grande importância na terapêutica.  

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de duas plantas 

utilizadas na medicina tradicional, mais especificamente o medronheiro e o pirliteiro. Para 

este fim, estudou-se a composição química das folhas desses dois arbustos, bem como suas 

propriedades biológicas. 

O Arbutus unedo (medronheiro) pertence à família Ericaceae e na medicina 

tradicional tem sido utilizado como antisséptico, diurético, laxante e para tratar a 

hipertensão arterial. O Crataegus monogyna (pirliteiro) é uma espécie da família Rosaceae e 

vários estudos demonstraram que consegue reduzir alguns fatores de risco cardiovasculares e 

tem sido utilizado para o tratamento de algumas doenças, incluindo irritabilidade, insónia, 

confusão e perda de memória.  

As folhas destas plantas foram extraídas com metanol e o extrato metanólico foi 

separado em frações usando solventes de polaridade crescente (N-hexano, éter dietílico e 

água). A caracterização fitoquímica dos extratos foi realizada utilizando métodos 

espectrofotométricos. O conteúdo fenólico total das amostras foi determinado pelo método 

de Folin-Ciocalteu e os flavonoides foram determinados com um método que usa o cloreto de 

alumínio. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH e pelo método que usa o 

sistema β-caroteno/ácido linoleico. Os extratos brutos e as suas respetivas frações obtidas no 

processo de separação foram testados quanto à sua atividade antimicrobiana contra várias 

bactérias gram positivas e gram negativas e também leveduras. 

Os resultados indicaram que o medronheiro possui uma quantidade maior de 

compostos fenólicos (202,53 ± 5,82 mg GAE / g de extrato) do que o pirliteiro (110,41 ± 1,47 

mg GAE / g de extrato). Por outro lado, o pirliteiro apresentou maior teor em flavonoides 

(29,94 ± 1,85 mg QE / g de extrato e 26,85 ± 1,12 mg QE / g de extrato, para medronheiro e 

pirliteiro, respetivamente). Quanto à atividade de eliminação radicalar, a planta com maior 

potencial (IC50 inferior) foi o medronheiro, 17,41 ± 4,50 μg / mL contra 36,11 ± 2,11 μg / mL 
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para o pirliteiro. Em comparação com os padrões utilizados na determinação da atividade 

antioxidante, ambas as plantas possuem atividade antioxidante, mas inferior aos padrões. 

Em relação à atividade antimicrobiana, os extratos e as frações de medronheiro 

possuem propriedades antimicrobianas contra algumas bactérias, mas com os valores obtidos 

para a concentração mínima inibitória indicando que estes não possuem relevância 

terapêutica. No que diz respeito às leveduras, a maioria dos extratos e frações inibiu o 

crescimento das espécies C. tropicalis e C. lusitaniae. Os valores mais baixos de concentração 

mínima inibitória obtidos foram 0,063 mg/mL na fração apolar do extrato de pirliteiro em C. 

tropicalis e 0,008 mg/mL no extrato bruto e nas frações mais polares do extrato de 

medronheiro em C. lusitaniae. Por análise do potencial sinérgico dos extratos e frações mais 

relevantes com a Anfotericina B, verificou-se que existe um efeito aditivo ou sinérgico dos 

extratos com este antifúngico. 

Em suma, estas duas plantas possuem atividade antioxidante e atividade 

antimicrobiana relevante contra leveduras, com potencial interação sinérgica com a 

Anfotericina B. Estes resultados são promissores para um possível uso dos seus extratos, ou 

apresentando-se como agentes com potencialidade no desenvolvimento de fármacos. 
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Medronheiro, pirliteiro, compostos fenólicos, atividade antioxidante, atividade 

antimicrobiana 



Caracterização fitoquímica e avaliação das propriedades antimicrobianas de plantas usadas na medicina 
tradicional 

 

vii 
 

Abstract 

Since ancient times, natural products have a significant importance in disease 

treatment. In fact, in traditional medicine, plants play a crucial role in the prevention of 

different diseases and have received considerable attention for novel therapeutic options. In 

this context, the discovery of new antimicrobial agents to fight opportunistic infections or 

antibiotic microbial resistance is an urgent need. Alternative natural products from plants 

could be of interest because some plant extracts with their phytochemicals are known to 

have antimicrobial properties, which could be of great importance in therapeutic.The aim of 

this study was to evaluate the antimicrobial activity of two plants used in traditional 

medicine, more specifically strawberry tree and hawthorn. For this purpose, the chemical 

composition of the leaves of these two shrubs, as well as, their biological properties were 

studied. 

Arbutus unedo (strawberry tree) belongs to Ericaceae family and in traditional folk 

medicine has been used in antiseptics, diuretics, laxatives and to treat arterial hypertension. 

Crataegus monogyna (hawthorn) is a species of the Rosaceae family and several studies have 

shown that it could reduce some cardiovascular risk factors and been used to the treatment 

of some diseases including irritability, insomnia, confusion and memory loss.  

The leaves of these plants were extracted with methanol and the methanolic extract 

was separated into fractions using solvents of increasing polarity (N-hexane, diethyl ether and 

water). The phytochemical characterization of the extracts was performed using 

spectrophotometric methods. The total phenolic content in samples was determined using the 

Folin-Ciocalteu’s method and flavonoids were determined by a method using aluminum 

chloride. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH method and through the use of 

β-carotene/linoleic acid system. The crude extracts and their fractions obtained in the 

separation process were tested for their antimicrobial activity against several gram positive 

and gram negative bacteria and also yeasts.  

The results indicated that strawberry tree has a greater amount of phenolic 

components (202,53 ± 5,82 mg GAE/ g of extract) than the hawthorn (110,41 ± 1,47 mg GAE/ 

g of extract). On the other hand, the hawthorn had a higher content of flavonoids (29,94 ± 

1,85 mg QE/ g of extract and 26,85 ± 1,12 mg QE/ g of extract for strawberry tree and 

hawthorn, respectively). Regarding radical scavenging activity, the plant with most potential 

(lower IC50), was strawberry tree, 17,41 ± 4,50 µg/mL against 36,11 ± 2,11 µg/mL for 

hawthorn. Compared with the standards used in the determination of the antioxidant activity, 

both plants have antioxidant activity but lower than the standards. 

Concerning to the antimicrobial activity, extracts and fractions of strawberry tree 

showed antimicrobial properties against some of the tested bacteria, but with the obtained 

minimum inhibitory concentration values indicating that these have no therapeutic relevance. 
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Regarding yeasts, most of the extracts and fractions inhibited the growth of strain C. 

tropicalis and C. lusitaniae. The lowest values of minimum inhibitory concentration were 

0,063 mg/mL in apolar fraction of hawthorn extract of C. tropicalis and 0,008 mg/mL in the 

crude extract and in the more polar fractions of strawberry tree extract in C. lusitaniae. By 

analyzing the synergistic potential of the most relevant extracts and fractions with 

Amphotericin B, it was verified that there was an additive or synergistic effect of the extracts 

with the antifungal. 

In sum, these two plants have antioxidant activity and relevant antimicrobial activity 

against yeasts. These results are promising for the possible use of these extracts, or for the 

pharmaceutical development of new drugs. 
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Capítulo 1. Introdução 

 

No passado, as plantas eram usadas pelas pessoas sem que estas tivessem 

conhecimento sobre as suas propriedades bioativas. As plantas eram usadas para fins 

nutricionais, mas após a descoberta das propriedades medicinais, essa flora natural passou a 

ser uma fonte útil de tratamentos e melhoria da saúde das várias comunidades humanas 

(Azmir et al. 2013). Na medicina tradicional, as plantas e as formulações preparadas a partir 

destas desempenharam um papel crucial na prevenção e atenuação de diferentes doenças 

(Nabavi et al. 2015). 

No meio ambiente, as plantas são frequentemente expostas a diferentes fatores de 

stress e a condições ambientais desfavoráveis. Para garantir a sua sobrevivência, 

desenvolveram defesas químicas e sintetizando uma quantidade importante e variável de 

metabolitos secundários que participam em vários mecanismos de proteção. Este fenómeno 

consiste numa adaptação da planta ao ecossistema que pode estar relacionado com a 

concorrência com outras plantas pela disponibilidade de nutrientes do solo, devido a secas ou 

alterações climáticas, com a infestação por moluscos ou insetos, com a quantidade de luz 

solar acessível, com doenças e outros fatores. O resultado desses mecanismos adaptativos, 

fez com que uma ampla gama de compostos protetores com propriedades bioativas 

(antioxidante e antimicrobiana, entre outras), fossem acumulados em plantas e frutas (Mosele 

et al. 2016b). Os diferentes compostos bioativos presentes no reino vegetal são responsáveis 

pelos efeitos farmacológicos das plantas medicinais (Nabavi et al. 2015). 

Pelo exposto, plantas despertaram o interesse de cientistas de todo o mundo devido 

ao baixo custo, disponibilidade e efeitos colaterais leves ou reversíveis (Elango et al. 2009) e 

durante as últimas duas décadas, os medicamentos à base de plantas receberam especial 

atenção como opções terapêuticas alternativas ou complementares para tratamentos de 

diferentes doenças (Nabavi et al. 2015). 

 

1.1 Compostos bioativos 

 

Os compostos presentes no sistema biológico das plantas podem ser divididos em dois 

grandes grupos, os metabolitos primários que são substâncias químicas destinadas ao 

crescimento e ao desenvolvimento da planta, como hidratos de carbono, aminoácidos, 

proteínas e lípidos. Um segundo grupo é constituído pelos metabolitos secundários, os quais 

são geralmente produzidos numa fase posterior ao crescimento, não tendo função no 
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crescimento, mas são um grupo de compostos que ajudam a planta a aumentar a sua 

capacidade de sobrevivência e a superar condições adversas locais. Entre os metabolitos 

secundários encontramos substâncias com efeitos bioativos em sistemas biológicos. Os 

compostos bioativos de plantas podem ser identificados e caracterizados a partir de várias 

partes da planta, como folhas, caule, flor e frutas (Azmir et al. 2013). 

Entre os metabolitos secundários, encontram-se os compostos fenólicos que possuem 

um anel aromático que pode conter um ou mais grupos hidroxilo e assim podem variar entre 

uma molécula fenólica simples (C6) ou uma molécula mais complexa (Figura 1) (Chen et al. 

2015). A fruta, os vegetais e certas bebidas, como chá, café, vinho e sumos de fruta, são as 

principais fontes de compostos fenólicos da dieta humana (Hinojosa-Nogueira et al. 2017). Os 

compostos fenólicos estão associados a diversas propriedades fisiológicas, incluindo atividade 

anti-inflamatória, antimicrobiana e são considerados os antioxidantes naturais mais 

importantes nas plantas e em alimentos derivados de plantas (Chen et al. 2015). 

 

 

Figura 1: Estrutura química do composto fenólico ácido trigaloilquinico (Adaptado de Miguel et al. 
2014). 

 

Os flavonoides são uma classe de compostos fenólicos e encontram-se bastante 

distribuídos em frutos, vegetais e cereais. A diferença na estrutura do anel heterocíclico que 

possui faz com que possam ser divididos em subclasses (Figura 2), como flavonas, flavonóis, 

flavanóis (flavan-3-ol), flavononas, antocianidinas e isoflavonas. Apresentam atividade 

antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana e atividade protetora contra certas doenças 

crónicas, como cancro, diabetes e doença cardíaca coronária (Magalhães et al. 2012). 
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Figura 2: Estrutura química das subclasses dos flavonoides (Adaptado de Del Rio et al. 2013). 

 
Os fenóis totais em geral e os flavonoides em particular são dos compostos presentes 

em plantas que são mais estudados, pois são responsáveis pela eliminação de radicais livres e 

contribuem assim para a atividade antioxidante das plantas (Denni et al. 2012). 

O estudo e caracterização destes compostos passa pela sua extração das plantas, 

sendo que a eficiência deste processo depende principalmente da escolha do solvente e a 

polaridade do composto alvo é o fator mais importante para facilitar essa escolha. A 

afinidade molecular entre solvente e soluto, a transferência de massa e o uso de co-solvente 

também são fatores a considerar para a seleção do solvente (Azmir et al. 2013).  

Os métodos analíticos utilizados para a determinação de compostos fenólicos em 

produtos alimentares podem ser divididos em ensaios separativos e não separativos. Embora 

as técnicas cromatográficas forneçam informações qualitativas e quantitativas dos fenóis, 

estas metodologias requerem equipamentos muito sofisticados, operadores qualificados e 

demoram tempo para a sua análise. Além disso, a elevada diversidade química e a limitada 

disponibilidade de padrões analíticos individuais, tornam as técnicas separativas de difícil 

viabilidade para a determinação de compostos fenóis em geral e flavonoides em particular. 

(Magalhães et al. 2012). 

Os compostos fenólicos podem ser determinados por diversos métodos, mas o mais 

usado é o Método de Folin-Ciocalteu (Hinojosa-Nogueira et al. 2017). A precisão dos 

resultados obtidos a partir deste método é confirmada pelos padrões usados, pela ordem em 

que os reagentes são adicionados e pelo reagente Folin-Ciocalteu que contém molibdénio e 
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ácido túngstico. Este método é um método colorimétrico, uma vez que a determinação de 

compostos fenólicos é verificada pela redução do molibdénio de Mo6+ (de cor amarelo) para 

Mo5+ (de cor azul). A presença de carbonato de sódio neste método é essencial para se obter 

um meio alcalino permitindo assim a quantificação dos fenóis (Chen et al. 2015). A 

quantidade de fenóis totais na amostra é calculada a partir da curva de calibração obtida 

para o padrão (ácido Gálico) e os resultados são apresentados em equivalentes de ácido 

Gálico por grama de extrato (Luís et al. 2014). Este método, porém, tem algumas 

desvantagens dado que é um método não específico para compostos fenólicos, podendo 

ocorrer falsos positivos devido à presença de moléculas redutoras não-fenólicas. Estas 

substâncias interferentes podem ser açúcares, aminas aromáticas, dióxido de enxofre, ácido 

ascórbico, ácidos orgânicos entre outros, e podem reagir com o Reagente de Folin-Ciocalteu 

(Chen et al. 2015). 

No que respeita aos flavonoides presentes nos extratos, estes podem ser 

determinados com um método colorimétrico que usa cloreto de alumínio. O uso de cloreto de 

alumínio permite o desenvolvimento de complexos de cor amarelo intenso na presença de 

flavonoides. A presença de acetato de potássio permite a quantificação de mais subclasses de 

flavonoides uma vez que, o cloreto de alumínio tem apenas especificidade para flavonas e 

flavonóis. Assim, consegue-se quantificar os flavonoides através de medições 

espetrofotométricas e comparando com o padrão Quercetina (Denni et al. 2012). A 

quantidade de flavonoides na amostra é calculada a partir da curva de calibração obtida para 

o padrão e os resultados são apresentados em equivalentes de quercetina por grama de 

extrato (Luís et al. 2014). Este método é rápido e barato e reduz a necessidade de padrões 

analíticos individuais para a determinação de flavonoides (Denni et al. 2012). 

 

1.2 Atividade Antioxidante 

 

Muitas doenças estão associadas ao envelhecimento da população, tais como a 

diabetes, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas e o cancro. Um dos fatores que 

influencia estas doenças é o stress oxidativo que as células possam sofrer, ou seja, é o 

desequilíbrio entre a capacidade que as células têm de neutralizar os efeitos provocados 

pelas espécies radicais de oxigénio ou azoto e a produção destas. O desequilíbrio no balanço 

biológico pode provocar modificações em biomoléculas como o DNA, proteínas e lípidos, 

levando a alterações nas células associadas ao desenvolvimento destas patologias (Jardim et 

al. 2017). 

Associado ao stress oxidativo estão as espécies reativas de oxigénio, como os radicais 

de aniões superóxido (O2
.−), o radical hidroxilo (HO.), espécies de radicais não livres como o 

peróxido de hidrogénio (H2O2) e o singleto de oxigénio (-O2) (Oliveira et al. 2009). Quando o 
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anião superóxido reage com o óxido nítrico (NO.) forma a espécie reativa de azoto, 

peroxinitrito (ONOO−) (Huang et al. 2005). Os compostos antioxidantes são definidos como 

aqueles que a baixas concentrações são capazes de prevenir danos oxidativos mediados por 

radicais livres, eliminando diretamente as espécies radicais, modulando a atividade 

enzimática ou quelando iões metálicos (Abuashwashi et al. 2016). 

Um dos métodos in vitro mais usado para avaliar a atividade antioxidante de extratos 

provenientes de plantas baseia-se na eliminação de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazil 

(DPPH) na presença de antioxidantes nos extratos testados. O DPPH é um radical livre que 

possui um eletrão de valência não emparelhado e a eliminação deste radical é a base do 

método (Sharma et al. 2009). O radical DPPH é estável, mas sensível à luz, oxigénio, pH e ao 

tipo de solvente usado (Scherer et al. 2009). Quando o radical DPPH (de cor de violeta escuro) 

reage com compostos antioxidantes, estes doam hidrogénio e o DPPH fica reduzido 

(difenilpicril-hidrazina de cor amarelo claro). As mudanças de cor podem ser acompanhadas 

através da medição espetrofotométrica com luz UV/Visível (Miliauskas et al. 2004). A 

diminuição da absorção da solução de DPPH na presença de extratos e soluções padrão, é 

monitorizada a 517 nm (Luís et al. 2017). A redução da absorção de DPPH é indicativa da 

capacidade dos extratos para eliminar os radicais livres, independentemente de qualquer 

atividade enzimática (Tadić et al. 2008). 

Outro método também usado na caracterização da atividade antioxidante é o ensaio 

do β-caroteno, que avalia a atividade antioxidante a partir da descoloração do β-caroteno, de 

cor amarelada, depois da reação deste com um radical livre. Isto acontece devido à junção de 

um radical livre linoleato ou radical peroxilo lipídico a uma ligação dupla C=C do β-caroteno. 

Os antioxidantes que estiverem presentes previnem a degradação do β-caroteno, mantendo 

assim a sua cor caraterística, uma vez que vão competir, com o β-caroteno, pelos radicais 

livres (Ueno et al. 2014). Este método baseia-se na reação de transferência de átomos de 

hidrogénio (Dawidowicz et al. 2015). 

O aumento do interesse em produtos naturais incentivou a comunidade cientifica a 

procurar antioxidantes naturais provenientes de plantas e a investigar a sua importância na 

medicina, nutrição humana e indústria de alimentos. Foi demonstrado que, além dos 

compostos fenólicos, as plantas possuem outros compostos antioxidantes naturais como os 

carotenoides e vitaminas, entre outros (Oliveira et al. 2009). Os fenóis podem atuar como 

agentes redutores, dadores de hidrogénio, eliminadores de radicais superóxido e quelantes de 

metais e quando os radicais livres se formam, estes compostos antioxidantes vão eliminá-los 

(Guimarães et al. 2014). 

A falta de soluções terapêuticas para distúrbios degenerativos levou ao aumento de 

interesse sobre novos compostos e bio-produtos com efeitos favoráveis à saúde. Os compostos 

bioativos, tais como os compostos fenólicos, têm recebido especial atenção na prevenção e 

diminuição da oxidação. Estudos epidemiológicos, pré-clínicos e clínicos mostraram a 
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importância desses compostos naturais para a saúde humana e os mecanismos que podem 

estar associados à proteção conferida pelos fenóis. Podendo ocorrer inibição da proliferação 

celular e alteração das vias de transdução de sinal (Jardim et al. 2017). 

Uma das plantas estudadas neste trabalho foi o medronheiro e, segundo a literatura, 

a quantidade de fenóis totais e a atividade antioxidante das folhas sugerem que os compostos 

fenólicos podem ser os principais contribuintes para as propriedades antioxidantes das folhas 

desta planta (Nenadis et al. 2015). O pirliteiro foi a outra planta avaliada neste estudo, sendo 

que os compostos fenólicos, principalmente os flavonoides e os ácidos fenólicos, presentes 

nos extratos metanólicos desta planta estão associados à atividade antioxidante para eliminar 

os radicais. A combinação dos flavonoides e ácidos fenólicos pode aumentar sinergicamente o 

efeito antioxidante destes extratos (Abuashwashi et al. 2016). 

 

1.3 Atividade Antimicrobiana 

 

Os microrganismos adaptam-se rapidamente às mudanças no seu ambiente e ajustam 

adequadamente a atividade celular e a expressão genética podendo gerar variantes que estão 

melhor adaptadas a condições adversas persistindo por períodos mais longos (Morschhäuser 

2016). Os microrganismos podem expressar fatores de virulência como toxinas (Otto 2014) e 

proteínas de membrana (Foster et al. 2013) que são essenciais para a colonização e a 

sobrevivência no hospedeiro. Adaptam-se a condições ambientais adversas como por exemplo 

elevadas temperaturas (Li et al. 2016) e a alterações de pH (Fàbrega et al. 2014), podem 

desenvolver biofilmes (Ali et al. 2017; Moradali et al. 2017) que desempenham um papel de 

proteção e muitos mais mecanismos de sobrevivência. Essas variantes podem surgir e 

expandir-se dentro de uma população em períodos de tempo relativamente curtos e sob 

pressão seletiva (Morschhäuser 2016). 

Um exemplo bem conhecido desta microevolução é o desenvolvimento da resistência 

a fármacos em microrganismos patogénicos durante a terapia antimicrobiana (Morschhäuser 

2016). As infeções bacterianas resistentes ao tratamento antibiótico são dos principais fatores 

que ameaçam a saúde dos seres humanos e mais de 70% dos patógenos nosocomiais tornaram-

se resistentes às drogas usadas em tratamentos de primeira linha (Soltani et al. 2017). A 

aplicação extrema de antibióticos nos últimos anos fez com que as bactérias desenvolvessem 

resistência a este tipo de fármacos, sendo que as estirpes multirresistentes aos antibióticos 

são atualmente o maior problema na cura de infeções (Behbahani et al. 2017). Do mesmo 

modo, o uso profilático e tratamentos de longo prazo com vários fármacos antifúngicos 

levaram ao aumento da prevalência de resistência a fármacos em fungos, tornando-se uma 

questão importante em várias infeções fúngicas (Yang et al. 2008). 
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Muitas estirpes de diferentes bactérias desenvolvem resistência a desinfetantes, a 

antibióticos e ao stress ambiental. Por exemplo, existem estirpes de Staphylococcus aureus 

que são resistentes à meticilina (Foster et al. 2013), estirpes de Listeria monocytogenes 

resistentes a desinfetantes que sejam constituídos por amónio (Buchanan et al. 2017), certas 

estirpes de Escherichia coli podem resistir ao calor (Li et al. 2016) e estirpes de Pseudomonas 

aeruginosa que desenvolveram resistência contra quase todas as classes de antibióticos de uso 

comum (Moradali et al. 2017). Mas também as leveduras desenvolvem resistências, como é o 

caso de certas estirpes de Candida albicans (Morschhäuser 2017) e de Candida tropicalis 

(Kothavade et al. 2010) que podem ser resistentes ao antifúngico fluconazol, algumas estirpes 

de Candida glabrata são resistentes às equinocandinas e ao fluconazol (Wiederhold 2016) e há 

estirpes de Candida lusitaniae que têm surgido como resistentes à anfotericina B (Asner et al. 

2015). 

A crescente taxa de resistência dos agentes patogénicos aos antibióticos apresenta 

uma grande ameaça para a saúde pública, sendo considerada um grave problema de saúde a 

nível global pela Organização Mundial de Saúde (Malheiro et al. 2012), devido à redução da 

eficácia do tratamento antibiótico que por sua vez pode levar a um aumento da morbidade e 

mortalidade humana (Luís et al. 2014).  A descoberta de novos agentes antimicrobianos é 

então uma necessidade urgente, tanto para o combate a infeções oportunistas associadas a 

indivíduos imunocomprometidos como para o tratamento de infeções associadas a 

microrganismos resistentes a múltiplos fármacos (Malheiro et al. 2012). 

No cenário atual de resistência múltipla aos antibióticos, a procura de novas 

substâncias antimicrobianas a partir de outras fontes, como as plantas, tem recebido grande 

atenção (Luís et al. 2014). Os produtos naturais de origem em plantas podem ser de 

interesse, dado que algumas plantas e fitoquímicos são reconhecidos por terem propriedades 

antimicrobianas, e vários estudos realizados, em diferentes países, com aplicação de extratos 

de plantas, têm demonstrado a eficácia em ensaios in vitro (Coutinho et al. 2008). No 

entanto, o desenvolvimento de novos antimicrobianos tem um atraso em relação ao rápido 

aparecimento da resistência a antibióticos existentes. Na ausência de novos produtos 

farmacêuticos potentes, os agentes patogénicos multirresistentes são frequentemente 

tratados com combinações de dois ou mais antibióticos. A terapia combinada oferece uma 

alternativa para o surgimento de resistência aos fármacos já que os microrganismos 

patogénicos são menos propensos de desenvolver mutações que os tornam resistentes pela 

aplicação de antibióticos múltiplos, não obstante as resistências podem ainda assim surgir. As 

interações entre antibióticos múltiplos podem resultar num comportamento sinérgico ou 

antagonista, em que a combinação mostra eficiência melhorada ou diminuída em comparação 

a cada antibiótico aplicado individualmente (Mohan et al. 2013). Assim, a crescente 

necessidade de novas moléculas e tratamentos abriu portas para a investigação da 

combinação de extratos de plantas com os antibióticos de modo a que o efeito destes seja 

potenciado (Sassi et al. 2007). Por exemplo, sabendo que a prevenção de infeções em 
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ambientes de cuidados de saúde é essencial e a desinfeção tem que ser eficaz, e que por sua 

vez também neste caso, o uso exagerado ou não controlado de desinfetantes e antisséticos 

acelera o processo de desenvolvimento de mecanismos de resistência, o conceito de 

combinação destes produtos com óleos essenciais de plantas foi já avaliado. O gluconato de 

clorohexidina é um antisséptico com amplo espetro de ação, que é muito comumente usado 

como antisséptico da pele principalmente em zonas hospitalares de cuidados intensivos, 

ajudando na prevenção da colonização de bactérias da espécie Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina, podendo no entanto, por vezes não ser muito eficaz. Assim, foi 

estudado um possível efeito sinérgico entre o gluconato de clorohexidina e ingredientes 

naturais como os óleos essenciais de plantas com o objetivo de comparar a eficiência 

antimicrobiana do óleo essencial sozinho ou em combinação com o antisséptico. Os resultados 

obtidos foram bastante positivos uma vez que a ação do antisséptico, na presença dos óleos 

essenciais, contra certas espécies de microrganismos foi mais eficaz do que o efeito do 

antisséptico sozinho (Şimşek et al. 2017). 

As plantas com efeitos medicinais têm sido bastante usadas no combate a infeções em 

animais e humanos desde a antiguidade e obtiveram efeitos positivos na prevenção e cura de 

certas doenças. No entanto, a maior parte das plantas que são usadas na medicina tradicional 

não foram investigadas cientificamente, sendo por isso essencial a realização de ensaios 

biológicos de triagem que possam fornecer dados sobre as atividades biológicas dessas 

mesmas plantas e assim obter-se uma justificação cientifica para os efeitos que provocam 

(Turker et al. 2012). De facto, a monitorização da atividade antimicrobiana em extratos de 

plantas mostrou que as plantas representam uma fonte potencial de novos agentes anti-

infeciosos (Sassi et al. 2007). 

 

1.4 Arbutus unedo 

 

O Arbutus unedo (medronheiro) pertencente à família Ericaceae e à subfamília 

Arbutoideae. É um arbusto perene, aproximadamente com 5 m de altura e encontra-se 

distribuído por diversas zonas, nomeadamente, na Europa ocidental, central e no sul, no 

norte de África (exceto no Egito e na Líbia), nas ilhas Canárias e na Ásia ocidental (Miguel et 

al. 2014; Mosele et al. 2016b). 
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Figura 3: Folhas, flores e frutos do medronheiro. (Fonte: https://www.gardeningexpress.co.uk/arbutus-
unedo-strawberry-tree/) 

 

Os frutos (medronhos) são esféricos com aproximadamente 1,5 a 2 cm de diâmetro, 

de cor vermelha e quando estão totalmente maduros apresentam um sabor agradável. A 

maturação do fruto ocorre na altura do Outono e do Inverno e podem ser consumidos frescos 

ou através de compotas e bebidas alcoólicas (Delgado-Pelayo et al. 2016). 

As flores são um pequeno grupo de lanternas de cor creme e as folhas, são de cor 

verde escura, alternadas, coriáceas e dentadas (Oliveira et al. 2011). 

Esta planta também é importante do ponto de vista ecológico, uma vez que ajuda a 

manter a diversidade da fauna, evita a erosão dos solos, regenera rapidamente após 

incêndios, cresce em solos pobres e pode ser usada em fito-remediação por exemplo contra a 

contaminação com arsénio (Oliveira et al. 2011) e é uma fonte de alimento para muitos 

animais (Nenadis et al. 2015). 

 

1.4.1 Compostos presentes no medronheiro 

 

A literatura descreve a existência de compostos fenólicos em diferentes partes do 

medronheiro tais como, ácidos fenólicos, derivados de ácido gálico, flavan-3-ois, antocianinas 

e outros flavonoides (Guimarães et al. 2014).  

Nas folhas do medronheiro existe uma grande variedade destes compostos, mas os 

que se encontram em maior quantidade são as catequinas, a quercetina e os derivados de 

quercetina e hiperóxidos (Figura 4) (Miguel et al. 2014; Oliveira et al. 2011). A quercetina, 

tem propriedades antioxidantes e parece ter atividade em muitas doenças como o cancro, 

doenças cardiovasculares e distúrbios neurodegenerativos (Guimarães et al. 2013).  
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Figura 4: Estrutura química dos flavonóis que se encontram nas folhas do medronheiro (Adaptado de 
Zhang et al. 2001). 

 

Nos frutos do medronheiro, também existem flavonoides de diferentes classes e ao 

contrário das folhas, possuem antocianinas (Figura 5) e proantocianidinas (Figura 6) (Oliveira 

et al. 2011). As antocianinas, são o grupo de compostos fenólicos naturais responsáveis pelas 

cores laranja, vermelha e azul de diversas flores, frutos e vegetais. São encontradas 

principalmente em frutos e têm fortes propriedades antioxidantes, desempenhando um papel 

importante na prevenção de doenças cardiovasculares, neuronais, diabetes e cancro 

(Guimarães et al. 2013; Guimarães et al. 2014). Os flavon-3-ois, que constituem as 

proantocianidinas, também possuem propriedades anti tumorais e podem estar relacionados 

com propriedades antivirais, anti-inflamatórias e antioxidantes (Miguel et al. 2014; Nenadis et 

al. 2015). 

 

Figura 5: Estrutura química das antocianinas presentes no medronheiro (Adaptado de Oliveira et al. 
2011). 
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Figura 6: Estrutura química das proantocianidinas e antocianidinas mais comuns no medronheiro 
(Adaptado de Oliveira et al. 2011). 

 

É importante referir ainda que os frutos do medronheiro também apresentam 

quantidades consideráveis de antioxidantes lipossolúveis, como o α-tocoferol e carotenoides 

(β-caroteno, luteína, zeoxantina, etc.) (Figura 7) (Mosele et al. 2016b). Outros compostos 

bioativos que estão referidos são os triterpenos (α-amirina, ácido betulínico e lupeol), ácidos 

orgânicos (ácido málico, fumárico, etc.) (Figura 8) e o ácido ascórbico (Delgado-Pelayo et al. 

2016; Oliveira et al. 2011). Os ácidos gordos insaturados que predominam nos frutos maduros 

e são o α-linolénico, o linoleico e o oleico e o ácido gordo saturado mais comum é o ácido 

palmítico (Miguel et al. 2014). 

 

Figura 7: Estrutura química de alguns carotenoides e vitamina E presentes no medronheiro (Adaptado 
de Miguel et al. 2014). 
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Figura 8: Estrutura química de alguns triterpenos e ácidos orgânicos presentes no medronheiro 

(Adaptado de Miguel et al. 2014). 

A constituição das plantas, nomeadamente os compostos fenólicos, pode variar 

segundo as condições a que estão sujeitas no seu habitat. Por exemplo, a produção de 

espécies reativas de oxigénio pode estar associada a stress provocados nas plantas que 

crescem naturalmente, como a radiação UV-B e o défice hídrico, e para responder a esse 

problema, as plantas podem modificar a morfologia da folha e/ou aumentar o seu teor de 

compostos fenólicos. Outro fator que pode alterar a quantidade de compostos, pode estar 

relacionado com as estações do ano. Segundo testes realizados em diferentes alturas do ano, 

pode-se concluir que existe maior quantidade de compostos fenólicos no Outono e Inverno. 

Este facto pode estar relacionado com a baixa temperatura que se verifica nessas estações, 

uma vez que aumenta os níveis de flavonoides para melhorar a tolerância da planta ao frio 

(Nenadis et al. 2015). 

Diversos autores destacam a importância dos fenóis na dieta, visto que quando se 

encontram no intestino grosso, podem interagir com a flora intestinal. Os fenóis presentes nos 

alimentos são absorvidos no trato gastrointestinal em quantidades substanciais, no entanto, 

passam do intestino delgado para o intestino grosso. A microbiota humana cataboliza os 

compostos, levando à produção de diferentes metabolitos fenólicos que podem ser derivados 

das galotaninos, elagitaninos, flavan-3-ois, antocianinas e ácidos fenólicos (Del Rio et al. 

2013; Mosele et al. 2016a; Mosele et al. 2016b). Por outro lado, durante a digestão, os 

componentes alimentares estão em constante exposição a diferentes condições físicas 

(temperatura), químicas (pH) e bioquímicas (enzimas). Como consequência disso, a 
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biodisponibilidade e a bioatividade dos potenciais compostos alimentares são afetadas. De 

modo a perceber a estabilidade dos compostos fenólicos após a ingestão, Mosele et al. 2016a 

desenvolveram um estudo in vitro e concluíram que estes compostos sofrem várias 

transformações dependendo da sua absorção e metabolismo e o poder antioxidante depende 

da extensão da absorção e metabolismo desses compostos (Bravo 1998).  

 

1.4.2 Utilização na medicina tradicional e atividade biológica 

 

Os usos tradicionais do medronheiro são diversos e podem ser usadas diferentes partes 

da planta como as folhas, os frutos, as raízes e a casca (Miguel et al. 2014). 

As folhas são usadas em infusões ou decocções devido às propriedades adstringentes, 

anti-hipertensivas, depurativas, antissépticas urinárias, diuréticas, antidiabéticas, 

antidiarreicas, anti-inflamatórias, antioxidantes e podem também ser usadas para aplicação 

direta em doenças de pele, como eczemas ou infeções fúngicas (Guendouze-Bouchefa et al. 

2015; Oliveira et al. 2011). As decocções de folhas podem também ser usadas em banhos 

refrescantes e contra hemorróidas (Cornara et al. 2009). Alguns extratos obtidos a partir das 

folhas têm atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias Gram positivas (Orak et 

al. 2011), Helicobacter pylori (Ferreira et al. 2012) e contra certos fungos (Miguel et al. 

2014). 

Foi descrito que extratos de folhas de medronheiro apresentam atividade 

antioxidante em ensaios com modelos baseados em células humanas. Foi feito um estudo 

biológico em que usaram eritrócitos humanos para testar a atividade antiradicalar, estudando 

assim a interação oxidante/antioxidante. Uma vez que, a membrana dos eritrócitos é rica em 

ácidos gordos poli-insaturados, estes têm elevada probabilidade de sofrerem peroxidação 

mediada por radicais livres. Os lípidos da membrana quando submetidos a stress oxidativo, 

perdem um átomo de hidrogénio da cadeia insaturada de acilo, iniciando assim a peroxidação 

lipídica que se propaga numa reação em cadeia. Neste estudo, os polifenóis dos extratos de 

medronheiro foram capazes de proteger os eritrócitos do stress oxidativo ou mesmo aumentar 

a sua resistência contra danos causados por oxidantes (Mendes et al. 2011). 

Os frutos do medronheiro apresentam elevada atividade antioxidante e pode estar 

relacionada com a presença de derivados de ácido gálico e/ou à presença de flavan-3-ois 

(Guimarães et al. 2014). São usados para distúrbios gastrointestinais, problemas urinários e 

dermatológicos, doenças do rim e em aplicações cardiovasculares (Oliveira et al. 2011). 

Delgado-Pelayo et al. 2016 referem que os frutos possam ser anti hemolíticos e são usados na 

eliminação de radicais livres ou seja, podem ser usados como uma fonte natural de 

antioxidantes (Fonseca et al. 2015). 
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Os extratos obtidos a partir dos frutos do medronheiro apresentam atividade 

antioxidante in vitro e o tipo de extração de fenóis e o estado de amadurecimento pode 

influenciar a atividade antioxidante. Existem estudos em que utilizaram extratos de frutos de 

medronheiro para proteger a qualidade de hamburgers de carne de porco. Esses extratos 

protegem os ácidos gordos poli-insaturados da degradação oxidativa bem como inibem a 

formação de substâncias reativas de ácido tiobarbitúrico e compostos voláteis e a oxidação de 

proteínas impedindo a formação de compostos carbonilicos. A utilização de extratos como 

antioxidantes aumentou as propriedades nutricionais, de segurança e sensoriais deste tipo de 

hamburgers (Ganhão et al. 2010). 

Decocções feitas com a casca ou raízes frescas ou secas, podem funcionar como 

desinfetantes do aparelho urinário, anti-inflamatório, laxante, carminativo, digestivo, 

odontálgico, cardiotónico, (Guendouze-Bouchefa et al. 2015; Guimarães et al. 2013) 

diurético, antidiarreico, melhoram problemas dermatológicos, antihipertensivos, 

antidiabéticos e podem ter aplicações cardiovasculares (Oliveira et al. 2011). 

A composição fenólica complexa do medronheiro pode estar relacionada com os 

efeitos antioxidantes e anticancerígenos. Os compostos fenólicos já foram referidos como 

defesas naturais contra desordens crónicas. Esta propriedade biológica está relacionada com 

o aumento da atividade antioxidante e da resposta inflamatória contra a diabetes tipo II, 

doenças cardiovasculares, cancro e doenças degenerativas (Mosele et al. 2016b). Além de 

que, a presença de galotaninos nos frutos pode ser uma fonte de agentes antivirais contra o 

vírus da gripe e o HIV (Mosele et al. 2016a). 

Dependendo do solvente usado para extração, os extratos podem ainda apresentar 

atividade anti-leishmaniose e contra micobactérias (Miguel et al. 2014). Esta atividade 

antimicobacteriana pode estar relacionada com os fenóis, presentes nos extratos (El ouarti et 

al. 2012). 

 

1.5 Crataegus monogyna 

 

O Crataegus monogyna (pirliteiro) pertence à família Rosaceae e é um arbusto ou uma 

árvore pequena que cresce mais ou menos entra 5 a 10 m (Nabavi et al. 2015; Nunes et al. 

2016). Pode ser encontrado na Europa ocidental e central, no Médio oriente e no norte de 

África (Abuashwashi et al. 2016). 
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Figura 9A e 9B: Folhas, frutos e flores do pirliteiro. (Fonte: A - 
http://www.ewburrownursery.co.uk/crataegus-monogyna-hawthorn-1139.html; B - 

http://www.brickfieldspark.org/data/hawthorn.htm) 

         

O pirliteiro produz pequenas bagas comestíveis de cor vermelho escuro (pilritos) que 

ficam maduras no Outono e podem ser usadas para geleias, compotas, xaropes, bebidas e 

vinho (Nabavi et al. 2015). 

 

1.5.1 Compostos presentes no pirliteiro 

 

Diversos metabolitos secundários foram encontrados em extratos obtidos a partir de 

diferentes partes do pirliteiro e eles podem variar de ácidos gordos simples a compostos mais 

complexos como os terpenoides e os compostos fenólicos (Nabavi et al. 2015). As estruturas 

químicas dos flavonoides mais comuns no pirliteiro estão representadas na Figura 10.  

 

Figura 10: Estrutura química das principais classes dos flavonóides que se encontram no pirliteiro 
(Adaptado de Nabavi et al. 2015). 
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 As folhas e flores possuem flavonoides (flavonas e flavonóis) principalmente na forma 

de glicósidos (como a quercetina, a vitexina, derivados de vitexina e hiperósidos). Possuem 

também flavanois (como as procianidinas, catequinas e epicatequina), ácidos triterpénicos 

(ácido ursólico, ácido oleanólico, ácido betulínico) (Figura 11), aminas (fenetilamina, 

acetilcolina, etilamina), ácidos orgânicos (ácido cafeico), (Abuashwashi et al. 2016) 

tocoferóis e ácido ascórbico (Nunes et al. 2016). 

 

 

Figura 11: Estrutura química de triterpenos encontrados nas folhas e flores do pirliteiro (Adaptado de 
Nabavi et al. 2015). 

 

Os frutos maduros são ricos em hidratos de carbono e os frutos não maduros em 

relação aos maduros, possuem mais ácidos gordos polinsaturados (Nunes et al. 2016). 

Apresentam atividade antioxidante forte para a eliminação de radicais livres, devido à 

presença de diferentes compostos bioativos, como epicatequina, hiperósido, ácido 

clorogénico, quercetina, rutina, vitexina e procianidinas.  

  

1.5.2 Utilização na medicina tradicional e atividade biológica 

 

Os frutos, folhas e flores são as partes do pirliteiro que são consideradas como as mais 

ativas (Chang et al. 2005). O pirliteiro é usado na medicina tradicional principalmente para o 

tratamento de vários problemas cardíacos, incluindo insuficiência cardíaca, angina de peito, 

hipertensão com insuficiência miocárdica, alterações leves de doenças cardíacas, 
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aterosclerose (Tadić et al. 2008), tromboses, cálculos renais, dispneia, inflamações e arritmia 

(Nabavi et al. 2015). 

Os frutos são nutritivos e por causa do seu conteúdo em vitaminas e micronutrientes 

são usados para tratar distúrbios gastrointestinais (indigestão, distensão epigástrica, dor 

abdominal e diarreia), reumatismo e infeções respiratórias (Nabavi et al. 2015; Nunes et al. 

2016). Reduzem também a hipercolesterolemia e o risco de doenças cardiovasculares (Pliszka 

et al. 2016). O sumo dos frutos pode ser aplicado em preparação tópica para a pele no alívio 

da dor e rigidez (Barreira et al. 2013). 

As flores e folhas são usadas no tratamento de distúrbios da função cardíaca, para 

regular a pressão arterial, palpitações, irritabilidade e exaustão. Estudos farmacológicos 

mostram que as folhas e flores do pirliteiro provocam um efeito inotrópico positivo, 

aumentam o fluxo sanguíneo, são antiarrítmicos e têm efeito cardioprotector (Abuashwashi et 

al. 2016). 

Na Europa, o pirliteiro é indicado para aliviar sintomas temporários da função 

cardíaca, como por exemplo a aceleração dos batimentos cardíacos, devido à ansiedade, e 

como sedativo, bem como agente antiespasmódico, cardiotónico, adstringente e diurético 

(Nabavi et al. 2015; Abuashwashi et al. 2016). 

Extratos etanólicos das folhas de pirliteiro demonstraram um efeito anti-trombótico 

em modelos in vivo de tromboses induzidas em caudas de ratos induzidas com carragenina. 

Este modelo permite a observação da progressão da trombose e é um método não invasivo e 

fácil de aplicar. Eventualmente, estes extratos poderão ser usados como potenciais agentes 

terapêuticos e mostraram ser bons candidatos para o desenvolvimento de novos agentes anti-

trombóticos (Arslan et al. 2014). Este tipo de extrato também possui um efeito protetor no 

cérebro de rato contra lesões, uma vez que mantêm os níveis de glutationa (GSH) e reduzem 

a peroxidação lipídica no cérebro durante uma lesão isquémica. Quando ocorre uma lesão no 

cérebro, os níveis de GSH reduzem significativamente e a restauração dos níveis de GSH após 

a lesão pode desempenhar um papel fundamental na minimização do dano ao cérebro. O pré-

tratamento do rato com extrato de pirliteiro não aumentou a produção de GSH, mas preveniu 

a oxidação dos níveis de GSH e, portanto, manteve uma quantidade estável de GSH no 

cérebro durante a lesão. Este efeito protetor pode ser devido à propriedade de eliminação de 

radicais livres do extrato. O cérebro também é vulnerável à peroxidação lipídica devido ao 

alto teor de lipídios e estudos realizados mostram que o dialdeído malónico (MDA), um 

marcador de peroxidação lipídica, aumenta significativamente depois de uma lesão no 

cérebro. O pré-tratamento com extrato de pirliteiro reduziu a produção de MDA no cérebro 

(Elango et al. 2009). 

Em relação à atividade antimicrobiana, estudos mostram que o pirliteiro tem 

atividade fraca a moderada principalmente contra bactérias gram positivas e não tem efeito 

em Candida albicans (Nabavi et al. 2015). 
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O tratamento da toxicidade originada por medicamentos é uma questão importante 

nos dias de hoje para a humanidade. Existem estudos que mostram que extratos obtidos de 

frutos do pirliteiro contribuem de forma positiva na diminuição de dos efeitos adversos 

provocados por agentes carcinogénicos (por exemplo o metanossulfonato de metilo), por 

medicamentos usados na quimioterapia (por exemplo a ciclofosfamida e radiação gama), por 

imunossupressores (por exemplo, a ciclosporina), entre outros (Nabavi et al. 2015). 

Os extratos aquosos ou etanólicos de pirliteiro também podem ter um potencial 

importante em formulações tópicas para aplicações dermocosméticas, tais como géis 

hidrossolúveis. A inclusão de extratos nos géis hidrossolúveis causou perdas muito limitadas na 

sua bioatividade (Barreira et al. 2013). 

Existem extratos comerciais de pirliteiro (WS® 1442 e LI 132) que foram usados em 

testes clínicos de diversas doenças e posteriormente foram usados para desenvolvimento de 

medicamentos registados como é o caso do Crataegutt® (Holubarsch et al. 2000) e do 

Crataegisan®. Para este último, os resultados mostraram que pacientes com insuficiência 

cardíaca toleram melhor o exercício, sem adquirirem efeitos adversos, melhorando bastante 

com uma terapia a longo prazo (Nabavi et al. 2015). 
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Capítulo 2. Objetivos 

 

Antigamente, quando a produção laboratorial de químicos e potenciais fármacos ainda 

estavam na fase inicial de desenvolvimento, havia uma tendência crescente da população em 

geral para utilizar o que estava ao seu alcance, nomeadamente plantas e frutos que 

facilmente eram colhidos na natureza, de forma intuitiva para curar doenças. Com o 

desenvolvimento da industria farmacêutica esta tendência veio a diminuir, no entanto, na 

atualidade, devido às novas necessidades económicas e ao aparecimento de novas doenças 

tem havido uma mudança de mentalidades que tem procurado conjugar o desenvolvimento da 

industria química e farmacêutica com o potencial dos produtos naturais, nomeadamente 

plantas cujas propriedades biológicas são uma mais valia para a saúde, pelo que se tem 

procurado desenvolver mais estudos sobre os seus potenciais.  

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de duas 

plantas usadas na medicina tradicional, o medronheiro e o pirliteiro, e definiram-se os 

seguintes objetivos específicos: 

❖ Caracterizar a composição fitoquímica dos extratos das folhas destas duas 

plantas; 

❖ Avaliar a atividade antioxidante dos extratos metanólicos brutos; 

❖ Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos e respetivas frações em 

espécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas, e em leveduras; 

❖ Estudar o potencial sinergismo entre os extratos e respetivas frações do 

medronheiro e do pirliteiro com o antifúngico Anfotericina B.  
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Capítulo 3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Extração das folhas das plantas 

  

As partes aéreas do medronheiro e do pirliteiro foram colhidas na região do Fundão 

durante o mês de julho de 2016 e as mesmas foram deixadas a secar à temperatura ambiente. 

Depois de secas, as folhas foram trituradas num desintegrador de lâminas e guardadas à 

temperatura ambiente para posterior uso.  

 

3.1.1 Preparação dos extratos 

 

Este método consistiu numa adaptação dos métodos de extração referidos por Qi et 

al. 2015 e Parekh et al. 2005. A 10 g das folhas trituradas juntou-se 200 mL de metanol e 

colocaram-se num banho de ultrassons durante 1 h a 40 ºC com agitação intermitente. No fim 

de cada hora, retirou-se o extrato, tendo sido adicionados mais 200 mL de metanol. Repetiu-

se este processo 4 vezes.  

 No fim da extração, descartou-se o resíduo das plantas e o extrato foi centrifugado a 

7000 xg, durante 20 min a 4 ºC. Retirou-se o sobrenadante e evaporou-se até à secura, num 

evaporador rotativo com banho a 40 ºC. Os extratos obtidos foram pesados e calcularam-se os 

respetivos rendimentos da extração pela seguinte expressão: 

ƞ =  
𝑚1 

𝑚2 
 × 100        (1)  

Sendo m1 a massa final de extrato depois da evaporação e m2 massa de plantas secas 

que se pesou para a extração.  

Os extratos foram armazenados no frigorífico a -20˚C até serem usados. Foram 

realizados 3 ensaios da extração do medronheiro e do pirliteiro. 

 

3.2 Determinação dos Fenóis totais 

 

Após a extração das folhas das plantas deu-se início à caracterização fitoquímica dos 

extratos. Os compostos fenólicos de cada extrato foram determinados pelo método 

colorimétrico de Folin-Ciocalteu usando ácido gálico como composto fenólico padrão. Para tal 
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fez-se uma curva de calibração com soluções metanólicas com 12 concentrações (500-50 

mg/L) de ácido gálico (Figura 12) de acordo com o procedimento descrito por Luís et al. 2014.  

 

 

Figura 12: Curva de calibração dos fenóis totais usando o ácido gálico como referência. 

 

A 50 µL das soluções padrão ou das soluções metanólicas dos extratos (2,5 mg/mL) 

adicionaram-se 450 μL de água destilada e 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2N 

(diluição com água destilada). Deixou-se reagir durante 5 min à temperatura ambiente e de 

seguida adicionaram-se 2 mL de solução aquosa de carbonato de sódio (75 g/L). Colocaram-se 

num banho a 30 ºC durante 90 min, agitando intermitentemente e no fim desta incubação as 

absorvâncias foram lidas a 765 nm. A solução branco foi elaborada substituindo o ácido gálico 

por metanol e os ensaios foram feitos em triplicado. Os fenóis totais foram expressos em mg 

de equivalentes de ácido gálico por grama de extrato (mg GAE/g extrato) (Luís et al. 2014). 

 

3.3 Determinação dos Flavonoides 

 

Os flavonoides dos extratos de cada planta foram determinados pelo método 

colorimétrico que usa cloreto de alumínio e a quercetina como padrão. Assim, fez-se uma 

curva de calibração com soluções metanólicas com diferentes concentrações de quercetina 

(200- 12,5 μg/L) (Figura 13), de acordo com o procedimento descrito por Luís et al. 2014. 

A 500 μL das soluções padrão e das soluções metanólicas de extratos (2,5 mg/mL), 

adicionaram-se 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de solução aquosa de cloreto de alumínio (10%), 

0,1 mL de solução aquosa de acetato de potássio (1M) e 2,8 mL de água destilada. Deixou-se 

reagir durante 30 min à temperatura ambiente e de seguida leram-se as absorvâncias a 415 

nm. A solução branco consistiu na substituição de quercetina por metanol e os ensaios foram 
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realizados em triplicado. Os flavonoides totais foram expressos em mg de equivalentes de 

quercetina por grama de extrato (mg QE/g extrato) (Luís et al. 2014). 

 

 

Figura 13: Curva de calibração dos flavonoides usando a quercetina como referência. 

 

  

3.4 Determinação da Atividade Antioxidante 

  

 Após a caracterização da composição fitoquímica dos extratos, procedeu-se então à 

avaliação da atividade antioxidante dos extratos metanólicos brutos, recorrendo a duas 

metodologias com diferentes mecanismos de reação. 

 

3.4.1 Método do DPPH 

 

A atividade antioxidante foi avaliada através do método da eliminação do radical 

utilizando o radical 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e comparada com vários compostos 

antioxidantes usados como controlos positivos, nomeadamente a rutina, o trolox e o ácido 

gálico de acordo com o procedimento descrito por Luís et al. 2014. 

 Para o procedimento do método do DPPH, construiu-se uma curva de calibração 

(Figura 14) com soluções metanólicas de DPPH com as concentrações referidas na Tabela 1. 

De forma a medir a atividade antioxidante dos extratos foi necessário preparar diluições dos 

mesmos, tendo sido usadas as seguintes concentrações 250, 200, 150, 100, 50 e 25 μg/mL 

para as soluções dos extratos a testar.  
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Tabela 1: Concentrações das soluções metanólicas de DPPH para a curva de calibração. 

[DPPH] mM [DPPH] mg/L 

0,011 4,250 

0,022 8,500 

0,043 17,000 

0,065 25,500 

0,086 34,000 

0,108 42,500 

0,130 51,000 

0,151 59,500 

0,174 68,430 

0,196 76,930 

0,216 85,000 

 

 

Figura 14: Curva de calibração das soluções metanólicas de DPPH. 

 

Preparam-se 3 soluções metanólicas de DPPH (0,200; 0,1242 e 0,0800 mM) e para 

cada uma dessas concentrações e para as diferentes concentrações dos extratos, colocou-se 

em tubos de ensaio 0,1 mL de amostra e 3,9 mL de DPPH e deixou-se incubar 90 min no 

escuro, à temperatura ambiente. O branco foi construído contendo apenas metanol, tendo 

também sido feita uma solução controlo substituindo os 0,1 mL de amostra por 0,1 mL de 

metanol. Os ensaios foram feitos em triplicado e no fim as absorvâncias foram lidas a 517 nm 

(Luís et al. 2014). 

 A atividade de eliminação de radicais foi calculada pela fórmula: 

% 𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜

𝑡=90  𝑚𝑖𝑛 −  𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
𝑡=90 𝑚𝑖𝑛

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
𝑡=90 𝑚𝑖𝑛

 × 100        (2) 

O IC50 foi calculado graficamente usando curvas de calibração da concentração de 

extrato versus a atividade de eliminação radical correspondente. 
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Assim, para cada concentração de DPPH, determinou-se a percentagem de inibição e 

as curvas de calibração da concentração de extrato versus atividade de eliminação radical das 

Figura 15, Figura 16 e Figura 17, correspondem ao extrato de medronheiro e os gráficos do 

extrato de pirliteiro e dos padrões encontram-se em “Anexo I”. 

 

 

Figura 15: Curvas de calibração para a concentração 0,080 mM de DPPH no extrato de medronheiro. 

 

 

Figura 16: Curvas de calibração para a concentração 0,124 mM de DPPH no extrato de medronheiro. 
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Figura 17: Curvas de calibração para a concentração 0,200 mM de DPPH no extrato de medronheiro. 

 

Tabela 2: Valor obtido de IC50 para o extrato de medronheiro através dos dados referentes às curvas de 

calibração de cada concentração de DPPH. 

Extrato de medronheiro 

[DPPH] = 0,080 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 10,195 

11,661 ± 1,926 2 13,842 

3 10,944 

[DPPH] = 0,124 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 16,686 

16,398 ± 1,022 2 15,390 

3 17,406 

[DPPH] = 0,200 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 25,305 

24,163 ± 1,029 2 23,307 

3 23,877 

Média total ± Desvio médio IC50  

17,407 ± 4,504 
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 A atividade antioxidante foi expressa através do Índice de Atividade Antioxidante 

(AAI), calculado a partir da seguinte fórmula (Scherer et al. 2009):  

𝐴𝐴𝐼 =
[𝐷𝑃𝑃𝐻]𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜

𝑡=90 𝑚𝑖𝑛(𝜇𝑔/𝑚𝐿) 

𝐼𝐶50

        (3) 

  

3.4.2 Método que usa o sistema β-caroteno/ácido linoleico 

  

O ensaio do sistema β-caroteno/ácido linoleico baseia-se na descoloração do β-

caroteno por reação com o radical livre de ácido linoleico. Os antioxidantes presentes em 

solução podem prevenir a degradação do β-caroteno reagindo com o radical livre de linoleato 

ou qualquer outro radical formado na solução (Orak et al. 2011). 

 Depois da preparação da solução de β-caroteno (20 mg/mL em clorofórmio), foram 

adicionados 500 μL a 40 μL de ácido linoleico, 400 µL de Tween 40 e 1mL de clorofórmio. O 

clorofórmio foi de seguida evaporado num evaporador rotativo durante 5 min com banho a 45 

ºC e depois, adicionaram-se 100 mL de água destilada saturada com O2 para formar uma 

emulsão. Foram adicionados 5 mL da emulsão a 300 μL de cada extrato a testar. Agitaram-se 

as soluções e deixaram-se a reagir durante 1h num banho a 50 ºC. Todos os ensaios foram 

efetuados em duplicado e as absorvâncias foram lidas a 470 nm às 0h e passado 1h (Luís et al. 

2017). Após a aquisição dos valores das absorvâncias, calculou-se a percentagem de inibição 

através da fórmula:  

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =
𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑡=2ℎ −𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
𝑡=2ℎ

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
𝑡=0ℎ −𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜

𝑡=2ℎ × 100        (4)  

A avaliação da atividade antioxidante através do sistema β-caroteno/ácido linoleico, 

foi comparada com o padrão de controlo BHT (hidroxitolueno butilado) e, para isso, 

prepararam-se soluções metanólicas com as concentrações 1000, 750, 500, 250, 100, 50 e 5 

μg/mL de BHT. Para as soluções metanólicas dos extratos, também foram usadas estas 

mesmas concentrações (Luís et al. 2014). 

 

3.5 Separação dos extratos metanólicos em frações 

 

Os compostos fenólicos dos extratos brutos metanólicos do medronheiro e do pirliteiro 

foram separados em frações. Este método consistiu numa adaptação do método de partição 

do extrato bruto referido por Silva et al. 2012. 

Para separar os extratos metanólicos brutos em frações usaram-se solventes de 

polaridade crescente, isto é, N-hexano, éter dietílico e água destilada.  
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 Dissolveu-se 1 g de extrato em 50 mL (em triplicado) de N-hexano e centrifugou-se a 

5500 xg, 20 min a 4 ºC. Guardou-se o resíduo e o sobrenadante foi evaporado num evaporador 

rotativo com banho a 40 ºC obtendo-se assim a Fração 1. Ao resíduo, adicionaram-se 50 mL 

(também em triplicado) de éter dietílico e centrifugou-se a 5500 xg, 20 min a 4 ºC. Guardou-

se novamente o resíduo e o sobrenadante evaporou-se nas mesmas condições obtendo-se a 

Fração 2. Ao restante resíduo adicionaram-se 50 mL (em triplicado) de água destilada e 

centrifugou-se durante 20 min a 4 ºC, a 10000-17000 xg dependendo do extrato, uma vês que 

houve diferença na formação de resíduo entre os extratos das duas plantas. Deste modo, o 

extrato de pirliteiro na fração da água necessitou de uma velocidade maior de centrifugação 

para que o sobrenadante ficasse totalmente límpido. Evaporou-se o sobrenadante (Fração 3) 

e o resíduo não solúvel que sobrou do extrato (Fração 4) num evaporador rotativo com banho 

a 40 ºC.  

No fim de cada separação, os solventes dos extratos do N-hexano e do éter dietílico 

foram evaporados num evaporador rotativo com banho a 40 ˚C e a água e o resíduo não 

solúvel foram liofilizados. 

Para o medronheiro e para o pirliteiro, separando respetivamente 8,5 g e 9 g de 

extrato metanólico bruto, obtiveram-se para cada fração as massas que se encontram na 

Tabela 3.  

 

Tabela 3: Massas totais obtidas para cada fração do medronheiro e do pirliteiro. 

Massas totais (g) 

Fração Medronheiro Pirliteiro 

1 0,404 0,387 

2 0,476 0,637 

3 5,270 4,110 

4 0,430 0,810 

 

 

3.6 Cromatografia em Camada Fina (TLC) 

 

A composição das frações e extratos brutos do medronheiro e do pirliteiro foi 

analisada usando cromatografia em camada fina, para o que se prepararam soluções dos 

extratos brutos e respetivas frações com cerca de 3 mg de extrato e 500 μL de metanol. 

As TLC foram realizadas em tinas de vidro usando eluentes com diferentes 

polaridades: clorofórmio/acetato de etilo (1:1), acetato de etilo/metanol (1:1), 
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clorofórmio/acetato de etilo (5:2) e clorofórmio/acetato de etilo (2:5. O volume total de 

eluente na tina foi 14 mL. As placas foram marcadas em triplicado com lápis.  

Para visualizar os cromatogramas, recorreu-se à luz ultravioleta a 365 nm e a 254 nm, 

tendo a revelação sido feita depois com o reagente de Folin-Ciocalteu e com uma solução de 

DPPH. A utilização destas duas soluções permite a visualização dos compostos fenólicos e da 

atividade antioxidante de cada uma das frações obtidas pela separação do extrato bruto de 

cada planta. (Luís et al. 2016) 

 

3.7 Determinação da Atividade Antimicrobiana 

  

3.7.1 Microrganismos e extratos  

 

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos e as respetivas frações foi testada em 

quatro espécies de bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 11778 e Listeria monocytogenes LMG 

16779), cinco espécies de bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella 

pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Typhimurium 

ATCC 13311 e Acinetobacter baumannii LMG 1025) e em quatro espécies de leveduras 

(Candida albicans ATCC 90028, Candida albicans ATCC 24433, Candida tropicalis ATCC 750, 

Candida glabrata de origem clínica e Candida lusitaniae de origem clínica). 

Os extratos brutos e as respetivas frações do medronheiro e do pirliteiro foram 

dissolvidos em DMSO a uma concentração final de 100 mg/mL e guardados a 2-8 ºC até serem 

usados. 

 

3.7.2 Conservação dos microrganismos e dos meios de cultura 

  

Todos os microrganismos usados foram conservados em tubos criogénicos a -80 ºC em 

meio adequado com 20% de glicerol, para armazenamento a longo prazo. Para 

armazenamento a curto prazo durante a realização de testes, as placas com cultura foram 

conservadas entre 2 a 8 ºC envoltas em pelicula aderente. Estas culturas foram provenientes 

de repicagem em meio sólido adequado e posterior incubação a 37 ºC por 24 para bactérias ou 

48 h para leveduras.  

 Os meios Müller-Hinton agar (MHA) e Müller-Hinton broth (MHB) foram usados para 

crescimento e ensaios das várias espécies de bactérias, com excepção de L. monocytogenes, 

para esta espécie usaram-se os meios Brain heart infusion (BHI) e Brain heart infusion agar 
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(BHIA). Para as leveduras, os meios usados foram o Sabourard dextrose Agar (SDA) e o Roswell 

Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640). 

 

3.7.3 Suscetibilidade bacteriana dos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro por ensaios de difusão em disco 

 

Para avaliar a suscetibilidade de bactérias gram-positivas e negativas aos extratos 

brutos metanólicos do pirliteiro e do medronheiro usou-se inicialmente o método de difusão 

em disco. Este método foi realizado de acordo com o recomendado pelo Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI) segundo a Norma M2-A8 (NCCLS, 2003a). 

Assim, antes de cada ensaio as bactérias foram repicadas em placa de agar de meio 

não seletivo MHA e incubadas na estufa a 37 ˚C durante 24 h. O inóculo usado no ensaio foi 

preparado por suspensão direta de colónias isoladas em solução salina isotónica (NaCl 0,85) e 

a turbidez foi ajustada a 0,5 Unidades de McFarland. 

As placas de MHA foram inoculadas uniformemente mergulhando uma zaragatoa na 

suspensão anterior e esfregando a mesma em toda a superfície do meio. O procedimento foi 

repetido inoculando a placa em mais duas direções (girando a placa 60º) a fim de assegurar a 

distribuição uniforme do inóculo. Como passo final, passou-se a zaragatoa na margem da 

placa. 

Em cada disco, colocaram-se 20 µL de DMSO (controlo) ou das soluções de extratos 

brutos, deixaram-se secar os discos e posteriormente aplicaram-se na superfície do agar 

pressionando de encontro à placa. De seguida, as placas foram invertidas e incubadas durante 

20 h a 37 ºC. Para a espécie L. monocytogens procedeu-se de igual forma, mas usando meio 

Brain Heart Infusion Agar (BHIA).  

Após o período de incubação foram medidos os halos de inibição em mm com o auxilio 

de um paquímetro. Todas as experiências foram realizadas pelo menos três vezes e os 

resultados foram apresentados pelo valor médio ± desvio padrão. 

 

3.7.4 Suscetibilidade fúngica dos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro por ensaios de difusão em disco 

 

A suscetibilidade de leveduras aos extratos brutos do pirliteiro e do medronheiro foi 

realizada de acordo com a metodologia descrita na norma CLSI M44A com adaptações (CLSI, 

2008).  
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Assim, o inóculo foi preparado como descrito no ponto 3.7.1 com a alteração de que 

as leveduras foram repicadas em meio SDA, sendo a cultura incubada a 37 ºC durante 48 h. O 

inóculo foi então distribuído uniformemente nas placas contendo meio SDA. Os discos foram 

preparados e aplicados nas placas tal como descrito no ponto 3.7.1. As placas foram 

invertidas e incubadas durante 48 h a 37 ºC.  

Após o período de incubação foram medidos os halos de inibição em mm com o auxilio 

de um paquímetro. Todas as experiências foram realizadas pelo menos três vezes e os 

resultados foram apresentados pelo valor médio ± desvio padrão. 

 

3.7.5 Suscetibilidade bacteriana dos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro e respetivas frações por ensaios determinação da Concentração 

Mínima Inibitória (CMI) 

  

A suscetibilidade das bactérias aos extratos brutos metanólicos e às respetivas frações 

foi avaliada através do teste de microdiluição em meio líquido. Este método foi realizado 

como recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) segundo a Norma M7-

A6 (NCCLS, 2003b).  

 Assim, o inóculo a usar no ensaio foi preparado por suspensão direta em solução salina 

isotónica (NaCl 0,85%) de acordo com o ponto 3.7.1, o qual foi de seguida diluído de 1:100 

com meio MHB de maneira a que o inóculo fique com aproximadamente o dobro da 

concentração final de células requeridas para o ensaio (concentração final de células por 

poço de aproximadamente 5 x 105 UFC/mL). 

 Os extratos metanólicos brutos e respetivas frações foram diluídos sucessivamente 

(1:2) numa placa de 96 poços, com meio MHB, num volume de 50 µL, contendo o dobro da 

concentração final em estudo. Posteriormente, adicionou-se 50 µL de inóculo diluído a um 

volume final por poço de 100 µL. Os ensaios foram realizados num intervalo de concentrações 

de extratos e frações de 2-0,015 mg/mL, usando uma concentração máxima de solvente 

(DMSO) de 2% (v/v). Em todos os ensaios foram incluídos um controlo de toxicidade do 

solvente (inóculo com concentração máxima de solvente usada), um controlo de crescimento 

das estirpes (inóculo e meio MHB) e controlos de esterilidade do meio (meio MHB) e dos 

extratos e frações (extratos ou frações e meio MHB). As placas foram depois incubadas a 37ºC 

durante 18-24 h. Para a espécie L. monocytogenes procedeu-se de igual forma, mas desta vez 

usando meio BHI em substituição do MHB. 

A presença ou ausência de crescimento visível foi observado na placa. De modo a 

confirmar os resultados adicionou-se a todos os poços, 30 μL de uma solução de resazurina 

0,01% em água seguida de incubação durante 2 h a 37 ˚C. No caso de haver crescimento e por 
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sua vez células metabolicamente ativas o reagente é convertido a rosa, em poços sem inóculo 

ou os poços em que o crescimento foi inibido pelos extratos, o reagente mantém a sua cor 

azul. 

 Todas as experiências foram realizadas pelo menos três vezes e os resultados 

apresentados resultam da moda dos ensaios. 

 

3.7.6 Suscetibilidade de leveduras aos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro e respetivas frações por ensaios determinação da Concentração 

Mínima Inibitória (CMI) 

 

A suscetibilidade das espécies de leveduras aos extratos brutos metanólicos e às 

respetivas frações foi avaliada através do teste de microdiluição em meio líquido. Este 

método foi realizado como recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 

segundo a Norma M27-A2 (NCCLS, 2002), sendo realizado em placas de microdiluição estéreis 

com 96 poços. 

O inóculo a usar no ensaio foi preparado como descrito no ponto 3.7.1, no entanto, a 

cultura provinha de crescimento das leveduras em meio SDA durante 48 h, tendo-se obtido 

uma concentração celular da suspensão preparada em solução salina de cerca de 1 a 5 x 106 

células/mL. A suspensão foi depois diluída em RPMI 1640 de 1:1000. 

 As diluições sucessivas dos extratos brutos e respetivas frações foram 

preparadas de acordo com o ponto 3.7.3., neste caso em meio RPMI 1640 e num volume de 

100 μL. Posteriormente, adicionou-se 100 μL de inóculo diluído bem homogeneizado de modo 

a obter-se um volume final do poço 200 µL, com uma concentração celular de 0,5 – 2,5 x 103 

UFC/mL. 

 A presença ou ausência de crescimento visível a olho nú nas placas foi posteriormente 

observado. 

Todas as experiências foram realizadas pelo menos três vezes e os resultados 

apresentados resultam da moda dos ensaios. 

 

3.7.7 Bioautografia 

 

Preparam-se as soluções de extrato e respetivas frações com cerca de 3 mg de extrato 

e 500 μL de metanol. 
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Foram colocados os eluentes clorofórmio/acetato de etilo (2:5) para um volume total 

de 14 mL numa tina de vidro, posteriormente fechada de forma a criar um ambiente 

saturado. As placas carregadas com as amostras foram colocadas na tina de modo a haver 

uma subida gradual do eluente pela placa foram, depois retiradas para secagem. 

O inóculo das leveduras foi preparado tal como descrito no ponto 3.7.4 e diluiu-se a 

suspensão de 1:10 com meio RPMI 1640. Após diluição, o inóculo foi colocado em caixas de 

Petri e as placas de TLC foram mergulhadas no mesmo durante 10 s. Após este tempo, 

colocaram-se as placas de TLC inoculadas sobre meio sólido SDA e incubaram-se a 37 ˚C 

durante 12 h.  

Preparou-se ainda, 50 mL de uma solução de MTT (0,2 g/100 mL) à qual foram 

adicionadas 5 gotas de Triton X100 (1 gota por cada 10 ml) para intensificar a cor do MTT. 

Esta solução foi então usada para cobrir totalmente a placa, tendo ficado a incubar mais 2 h.  

 Se nas placas de TLC aparecem zonas mais claras, amareladas, significa que há 

atividade antifúngica dos compostos separados nas TLC (Shai et al. 2008). 

 

3.7.8 Estudo do efeito combinado dos extratos com o antifúngico 

Anfotericina B 

 

O método de checkerboard foi usado para testar o efeito combinado entre os extratos 

brutos e as frações mais ativas de pirliteiro ou de medronheiro com o antifúngico Anfotericina 

B. 

O inóculo foi preparado de acordo com o que está descrito no ponto 3.7.4 e a 

suspensão foi depois diluída em RPMI 1640 de 1:1000, de modo a garantir a presença de uma 

concentração celular final de aproximadamente 1 a 5 x 103 unidades formadoras de colónias 

(UFC)/mL. 

Prepararam-se duas microplacas em que numa realizaram-se diluições sucessivas dos 

extratos ou frações a testar com RPMI 1640, no sentido vertical, ficando como volume final 50 

µL. Na outra placa, foram realizadas diluições sucessivas da Anfotericina B, de igual modo 

com RPMI 1640, no sentido horizontal. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta 

multicanal, transferiram-se 50 µL da placa com o antifúngico para a placa com o extrato ou 

fração adicionando-se posteriormente 100 µL de inóculo. A placa foi incubada a 37ºC durante 

48h.  

Como controlo positivo usou-se um poço em que se adicionou meio e inóculo e o poço 

que serviu de controlo negativo apenas se colocou meio. As concentrações de cada extrato e 

frações usadas foram escolhidas tendo em conta os valores de CMI previamente determinados. 

No fim, pretendeu-se observar a presença ou ausência de crescimento visível nas placas.  
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Os resultados obtidos do efeito combinado dos extratos com a Anfotericina B (Anf B) 

foram calculados a partir do Índice de concentração inibitória fracionada (FICI), que 

corresponde à soma do FIC dos extratos e o FIC da Anfotericina B. A concentração inibitória 

fracionada (FIC) foi definida como a razão do MIC dos extratos/frações em combinação com a 

Anfotericina B pela CMI do extrato/fração ou da Anfotericina B utilizados isoladamente (Silva 

et al. 2011):  

𝐹𝐼𝐶𝐼 =  
𝑀𝐼𝐶𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑐𝑜𝑚 𝐴𝑛𝑓 𝐵

𝑀𝐼𝐶𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
+  

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑛𝑓 𝐵 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑐𝑜𝑚 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑀𝐼𝐶𝐴𝑛𝑓𝑜𝑡𝑒𝑟𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎 𝐵
        (5) 

Se o FICI ≤ 0,5 considera-se que há efeito sinérgico, se estiver entre 0,5 < FICI ≤ 1 

existe efeito aditivo, se estiver entre 1 < FICI < 4 é indiferente e se for FICI ≥ 4 o efeito é 

antagonista (Roudashti et al. 2017). 

 

3.8 Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados como médias e desvio padrão ou como valores 

modais. A fim de determinar a reprodutibilidade das medições, cada ensaio independente foi 

realizado pelo menos 3 vezes e todos os cálculos foram feitos usando o Microsoft Excel 2016®. 
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Capítulo 4. Resultados e Discussão 

 

4.1 Extração das plantas 

 

As folhas secas do medronheiro e do pirliteiro foram extraídas com metanol usando 

um banho de ultrassons e este tipo de extração é conhecido por ampliar os poros do material 

vegetal facilitando a transferência de compostos deste material para o solvente de extração.  

Este tipo de extração também pode quebrar as paredes celulares resultando numa maior 

eficiência de extração de compostos num tempo reduzido de extração (Shortle et al. 2014). 

Os rendimentos obtidos para o medronheiro e para o pirliteiro foram 24,43 ± 2,17 % e 

22,24 ± 3,46 %, respetivamente. Comparando com rendimentos obtidos noutros trabalhos, 

podem existir diferenças significativas, principalmente quando são utilizadas diferentes 

condições de extração e polaridades do solvente, uma vez que influenciam a eficiência da 

extração (Nunes et al. 2016). Por exemplo, usando o mesmo solvente e o mesmo tipo de 

extração, Oliveira et al. 2009 obtiveram 22,85 ± 1,01 %, enquanto que Jurica et al. 2017 

obtiveram um rendimento ligeiramente superior, 32,4 % para a extração do medronheiro. Nas 

extrações com diferentes métodos, os rendimentos obtidos por Sassi et al. 2007 e Orak et al. 

2011 foram respetivamente, 28,4% e 41,53 ± 1.67 % para extratos de medronheiro e para 

extratos de pirliteiro, Simirgiotis 2013 obteve 8,90 %. No entanto, os rendimentos de extração 

também podem ser afetados pela localização onde as plantas são colhidas, e podemos ver 

essas diferenças nos resultados de Abuashwashi et al. 2016, que mostram que os rendimentos 

podem variar entre 6,66 % e 13,16 %, dependendo do local de colheita. 

 

4.2 Determinação dos Fenóis totais 

 

Os compostos fenólicos são constituintes importantes das plantas devido à sua 

capacidade de eliminação de radicais livres e a concentração fenólica total pode ser utilizada 

como triagem rápida da atividade antioxidante (Orak et al. 2011).  

 O conteúdo de fenóis totais nos extratos de medronheiro e de pirliteiro foram 

determinados pelo método de Folin-Ciocalteu e os resultados podem ser observados na Figura 

18.  

O extrato de medronheiro possui 202,533 ± 5,822 mg GAE/ g e o extrato de pirliteiro 

110,412 ± 1,470 mg GAE/ g extrato.  
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Figura 18: Teor de fenóis totais presentes em cada um dos extratos brutos metanólicos das plantas 
(média de três determinações ± desvio padrão). 

 

Tendo em conta o mesmo solvente de extração, foram descritos resultados similares 

aos nossos e alguns inferiores em relação aos níveis de fenóis totais determinados em folhas 

do medronheiro. Guendouze-Bouchefa et al. 2015, Orak et al. 2011, Oliveira et al. 2009 e 

Jurica et al. 2017 obtiveram respetivamente, 179,6 ± 6,7 mg GAE/ g, 169,05 ± 0,82 mg GAE/ 

g, 149,28 ± 5,33 mg GAE/ g e 96,96 mg GAE/g para os extratos de medronheiro. No extrato de 

pirliteiro, Simirgiotis 2013 apresenta resultados equivalentes aos nossos (114,38 ± 1,62 mg 

GAE/ g) nos extratos das folhas e compara com partes diferentes da planta como os frutos, 

concluindo que as folhas apresentam maior quantidade de compostos fenólicos que os frutos.  

Do mesmo modo que comparam as diferentes partes de uma planta, também existem 

estudos que comparam diferentes solventes de extração, é o caso de Nunes et al. 2016 que 

para o extrato de pirliteiro, concluíram que com a junção dos solventes água e etanol obtêm 

maior quantidade de fenóis do que se fizerem extração com estes solventes separados. No 

extrato de medronheiro, comparando a água com o metanol, este último extrai mais 

compostos fenólicos do que a água (Jurica et al. 2017), no entanto, Oliveira et al. 2009 

obtiveram mais compostos fenólicos na extração aquosa, mas quantidades mais baixas do que 

na extração etanólica.  

Esta divergência nos resultados, além das metodologias, pode estar relacionada com a 

preparação de amostras, as condições climáticas ou a colheita de amostra (Jurica et al. 

2017). Abuashwashi et al. 2016 colheram pirliteiro em 9 zonas diferentes de Espanha e 

puderam observar a diferença do conteúdo fenólico nestas amostras. Num estudo diferente, 

Nenadis et al. 2015, viram como as estações do ano, a radiação ultravioleta e a precipitação 

afetam a quantidade de compostos fenólicos. As quantidades mais elevadas destes compostos 

foram encontradas no outono e / ou no inverno e os valores mais baixos foram registados na 

primavera.  
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4.3 Determinação dos Flavonoides 

 

Os flavonoides são o grupo mais comum e amplamente distribuído de fenóis nas 

plantas e demonstraram ser altamente eficazes na eliminação da maioria dos tipos de 

moléculas oxidantes, que podem estar envolvidas em danos no DNA e na promoção de 

tumores (Barros et al. 2010). 

O conteúdo de flavonoides nos extratos de medronheiro e de pirliteiro foram 

determinados de forma espetrofotométrica utilizando o método do cloreto de alumínio e 

calculados como equivalentes de quercetina.  

O conteúdo de flavonoides dos extratos, em termos de equivalentes de quercetina, é 

muito similar para ambas as espécies. O extrato de medronheiro possui 26,845 ± 1,123 mg 

QE/ g e o extrato de pirliteiro 29,937 ± 1,847 mg QE/ g (Figura 19).  

 

 

Figura 19: Teor de flavonoides presentes em cada um dos extratos brutos metanólicos das plantas 
(média de três determinações ± desvio padrão). 

 

Existem vários estudos de comparação das condições de extração para os compostos 

fenólicos e do mesmo modo também se encontram para os flavonoides. As condições que os 

autores Nunes et al. 2016, Simirgiotis 2013 e Nenadis et al. 2015 testaram para os compostos 

fenólicos, também estudaram para os flavonoides e comparando com os resultados do 

presente trabalho, podemos observar algumas diferenças. Simirgiotis 2013 obteve uma 

quantidade superior de flavonoides, 64,9 ± 0,00 mg QE/ g, para o extrato das folhas de 

pirliteiro e concluiu que existem mais flavonoides nas folhas que nos frutos. Para o extrato de 

medronheiro, Guendouze-Bouchefa et al. 2015 obteve um valor similar (21,4 ± 0,01 mg QE/ g) 

ao nosso. Em relação aos solventes água e etanol, Nunes et al. 2016 verificou que o etanol 

absoluto é mais eficaz para extração de flavonoides do que a água ou o efeito combinado 
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destes dois solventes. Com o estudo de Nenadis et al. 2015, apurou-se que as estações do ano 

influenciam a quantidade de flavonoides e que a maior produção é no outono/ inverno.  

 

4.4 Determinação da Atividade antioxidante   

 

A capacidade antioxidante dos extratos de plantas depende em grande parte da 

composição do extrato e é influenciada por muitos fatores que não podem ser descritos com 

precisão apenas com um único método (Oliveira et al. 2009). Assim, no presente trabalho, as 

propriedades antioxidantes de extratos das folhas do medronheiro e do pirliteiro foram 

medidas usando dois ensaios diferentes: o método do DPPH e o do sistema β-caroteno/ácido 

linoleico. 

 

4.4.1 Método do DPPH 

 

O radical DPPH tem uso generalizado na avaliação da atividade de eliminação de 

radicais livres por causa da facilidade desta reação (Orak et al. 2011). Este radical livre é 

estável e possui um máximo de absorção característico entre 515 e 517 nm (Oliveira et al. 

2009). O decréscimo da absorção da solução de DPPH ocorre quando os extratos antioxidantes 

ou as soluções padrão reduzem o DPPH à sua forma reduzida de hidrazina (Orak et al. 2011). 

Considerou-se que os extratos apresentaram atividade antioxidante fraca quando AAI ≤ 0,5; 

atividade antioxidante moderada entre 0,5 < AAI ≤ 1,0; atividade antioxidante forte 1,0 < AAI 

< 2,0 e muito forte quando AAI ≥ 2,0 (Scherer et al. 2009). 

 A partir dos gráficos concentração versus % inibição calculou-se o IC50 para o extrato 

de medronheiro. Este parâmetro (IC50) permite saber a concentração de amostra que é 

necessária para promover 50% de inibição dos radicais de DPPH e (Nunes et al. 2016) quanto 

menor for o valor IC50, mais forte é a capacidade antioxidante (Simirgiotis 2013). Os dados 

obtidos permitiram demonstrar que em relação à atividade de eliminação radicalar, o extrato 

do medronheiro apresenta maior potencial (17,407 ± 1,326 µg/mL) (Tabela 4), uma vez que o 

valor de IC50 obtido para o pirliteiro é superior (36,111 ± 2,111 µg/mL). Estes resultados são 

sugestivos que o extrato de medronheiro necessita de uma menor concentração, do que o 

extrato de pirliteiro, para exercer um efeito inibitório maior. Os valores obtidos de IC50 para 

os padrões rutina, trolox e ácido gálico mostram que estes possuem atividade antioxidante 

mais potente que os extratos e dentro dos padrões o que apresenta maior efeito é o ácido 

gálico, seguido do trolox e por fim a rutina.  

 Para o extrato de medronheiro obteve-se um AAI igual 2,788 ± 0,232 e para o extrato 

de pirliteiro o AAI 1,408 ± 0,102 (Tabela 4, Figura 20). Assim, o extrato de medronheiro tem 
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atividade antioxidante muito forte, visto que o AAI é maior que 2,0 e o extrato de pirliteiro 

tem atividade antioxidante forte pois o AAI encontra-se entre 1,0 e 2,0. Tendo em conta que 

existem evidências que os compostos fenólicos apresentam atividade antioxidante (Belkhir et 

al. 2013), o extrato de medronheiro possui mais compostos fenólicos do que o extrato de 

pirliteiro, logo podemos afirmar que os resultados da determinação dos compostos fenólicos 

corroboram com os resultados da atividade antioxidante. 

 

Tabela 4: Valores de IC50, índice da atividade antioxidante e atividade antioxidante dos extratos brutos 

metanólicos e dos respetivos padrões. (Média de três determinações ± desvio médio). 

  IC50 (mg/mL) AAI 
Atividade 

antioxidante 

Medronheiro 17,407 ± 4,504 2,793 ± 0,178 Muito forte 

Pirliteiro 36,014 ± 11,634 1,410 ± 0,015 Forte 

Rutina 8,201 ± 2,109 5,990 ± 0,357 Muito forte 

Trolox 7,765 ± 2,523 6,452 ± 0,077 Muito forte 

Ácido Gálico 2,009 ± 0,565 23,956 ± 1,407 Muito forte 

 

 

Figura 20: Índice da atividade antioxidante dos extratos brutos metanólicos e dos padrões. (Média de 
três determinações ± desvio médio). 

 

Comparando estes resultados com extratos aquosos e etanólicos de folhas de 

pirliteiro, os extratos metanólicos do presente trabalho apresentam menor atividade 

antioxidante que os extratos aquosos ou etanólicos referidos por Nunes et al. 2016, e os 

extratos etanólicos (IC50 = 43,14 ± 2,02 µg/mL) foram agentes eliminadores de radicais mais 

poderosos do que os extratos aquosos (IC50 = 61,14 ± 4,00 µg/mL), o que pode ser explicado 

pelas diferenças nas plantas, nos solventes usados e nos métodos de extração utilizados. Em 

relação aos extratos metanólicos obtidos das folhas de pirliteiro, resultados de outros autores 
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demonstraram um potencial de eliminação do radical DPPH superior (IC50 = 3,34 ± 0,38 

µg/mL) (Simirgiotis 2013). Mais uma vez é de referir que há vários fatores que influenciam a 

constituição e atividade dos extratos e novamente podemos observar que amostras colhidas 

em diferentes zonas vão ter valores diferentes de IC50, como se pode verificar no estudo de 

Abuashwashi et al. 2016 sendo que esses valores também denotam atividade antioxidante 

superior ao extrato deste trabalho (valores de IC50 inferiores a 3,76 ± 0,43 µg/mL).  

Os extratos das folhas de medronheiro foram estudados por outros autores 

comparando o solvente usado na extração e verificou-se que os extratos metanólicos têm uma 

atividade antioxidante mais reduzida que os extratos aquosos e extratos etanólicos (Oliveira 

et al. 2009). Comparando com os resultados deste trabalho, estes extratos obtiveram valores 

de IC50 superiores, tal como os resultados obtidos por Jurica et al. 2017 (0,040 mg/mL) e Orak 

et al. 2011 (0,423 mg/mL). Os extratos aquosos de Moualek et al. 2016 (7,956 ± 0,278 µg/mL) 

possuem uma atividade antioxidante mais forte, tal como os extratos metanólicos de 

Guendouze-Bouchefa et al. 2015 (3,8 ± 0,2 mg/L). A literatura refere que a atividade de 

eliminação do radical DPPH pelos extratos de medronheiro varia com as estações do ano, em 

que os valores mais baixos foram registados na primavera, tendo-se verificado um efeito 

interativo da radiação UV e da disponibilidade de água nos resultados dos ensaios do DPPH 

(Nenadis et al. 2015). Estes dados aparentemente discordantes devem ser cuidadosamente 

investigados e, de fato, as diferenças qualitativas e quantitativas dos compostos fenólicos 

podem estar correlacionadas com o seu poder antioxidante (Guendouze-Bouchefa et al. 

2015), pois uma relação significativa entre a quantidade total de fenóis e a atividade 

antioxidante das folhas sugere que os compostos fenólicos podem ser os principais 

contribuintes para as propriedades antioxidantes das folhas do medronheiro (Nenadis et al. 

2015). 

 

4.4.2 Método do sistema β-caroteno/ácido linoleico 

 

A atividade antioxidante dos extratos brutos metanólicos foi ainda determinada pelo 

método do sistema β-caroteno/ácido linoleico, método que consiste na avaliação da inibição 

da peroxidação lipídica mediada por radicais livres. A peroxidação lipídica recebeu especial 

atenção em relação ao stress oxidativo in vivo, uma vez que está associada a processos 

oxidativos que originam certas doenças e foi relatado que diferentes compostos bioativos 

possuem atividade biológica contra a peroxidação lipídica atuando como antioxidantes 

dadores de hidrogénio que reagem com os radicais impedindo assim a peroxidação lipídica. 

(Morales et al. 2013)  

Os dados obtidos encontram-se representados na Figura 21 e como se pode observar, 

pela análise do referido gráfico, o extrato do medronheiro inibe mais a peroxidação que o 

extrato de pirliteiro, no entanto, ambos têm menor atividade antioxidante que o BHT. Para a 
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mesma concentração dos extratos e padrão (BHT), na concentração de 500 μg/mL, a 

atividade de branqueamento de β-caroteno do medronheiro (21,74 ± 3,25 %) e do pirliteiro 

(6,45 ± 10,93 %) foi menor que no BHT (82,08 ± 1,10 %). É ainda notório que o extrato de 

pirliteiro só começa a ter percentagem de inibição a partir aproximadamente dos 300 µg/mL 

mas para ambos os extratos a atividade antioxidante aumenta com as concentrações 

crescentes de extrato usado. 

 

 

Figura 21: Atividade antioxidante dos extratos brutos metanólicos e do padrão BHT. 

 

 No estudo de Orak et al. 2011, em extratos metanólicos das folhas de medronheiro, a 

percentagem de inibição obtida foi de 55,20 ± 1,21 % e 91,10 ± 0,26 % para o BHT na 

concentração de 50 µg/mL de extrato. Estes valores são significativamente superiores aos 

resultados obtidos no presente trabalho, pois para a mesma concentração, obtiveram-se os 

valores de 43,30 ± 3,03 % e 1,22 ± 0,00 % para o BHT e extrato de medronheiro, 

respetivamente, mostrando que nos resultados deste trabalho os extratos têm capacidade 

inferior para inibir a peroxidação lipídica. Estas diferenças poderão estar relacionadas com a 

metodologia, mas também com as caraterísticas das plantas usadas.  

Moualek et al. 2016 compararam com extratos aquosos das folhas de medronheiro, 

obtendo inibições de 96,88 ± 0,34 % para o BHT e 87,04 ± 1,21 % para o medronheiro na 

concentração de 1000 µg/mL. Nesta concentração os resultados deste trabalho também foram 

inferiores, 93,41 ± 3,77 % para o BHT e 37,51 ± 9,20 % para o medronheiro, mas muito 

semelhante no caso do padrão, o que permite dizer que as condições experimentais são 

comparáveis. No entanto, os extratos metanólicos continuam a apresentar capacidade inferior 

para inibir a peroxidação lipídica. Neste casoé de referir que se usaram solventes diferentes e 

essa diferença pode estar associada ao tipo de solvente usado. Barreira et al. 2013, 

comparam extratos etanólicos e aquosos de folhas de pirliteiro e observaram que existe uma 
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diferença considerável entre a atividade antioxidante dos diferentes extratos e que o extrato 

etanólico possui maior atividade antioxidante que o extrato aquoso. 

Assim, a partir da análise destes dois métodos de determinação da atividade 

antioxidante, podemos dizer que estes resultados parecem corroborar os resultados 

anteriormente obtidos no método do DPPH, podendo concluir-se que nestes extratos, o de 

medronheiro apresenta maior atividade antioxidante que o extrato de pirliteiro. Este método 

permite ainda observar que a capacidade de inibição da peroxidação lipídica é dependente da 

dose até uma determinada concentração. 

 

4.5 Separação dos extratos metanólicos em frações 

 

Os extratos metanólicos brutos do medronheiro e do pirliteiro foram separados em 

quatro frações cada, usando solventes de polaridade crescente para se obterem os seguintes 

extratos: N-hexano (fração 1), éter dietílico (fração 2), água (fração 3) o resíduo não solúvel 

restante ficou a fração 4. Assim, obtiveram-se uma ampla gama de metabolitos secundários 

separados pela sua polaridade nas diferentes frações (Marioni et al. 2017). 

A composição das frações e extratos brutos do medronheiro e do pirliteiro foi 

investigada usando cromatografia em camada fina (TLC). 

 No primeiro ensaio usou-se clorofórmio/acetato de etilo 1:1 e acetato de 

etilo/metanol 1:1 como eluentes. Visualizaram-se os cromatogramas nos comprimentos de 

onda 254 nm e 365 nm e os como se observava melhor as bandas no comprimento de onda 365 

nm, passou-se a usar apenas este comprimento de onda nos restantes ensaios. Assim, pode-se 

observar que os solventes clorofórmio/acetato de etilo separaram mais compostos que os 

solventes acetato de etilo/metanol (Figura 22 e Figura 23). No entanto, não houve grande 

separação dos compostos em diferentes bandas.  
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Figura 22: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do medronheiro. No cromatograma do 

lado esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 1:1 e no cromatograma do lado direito usou-se 

acetato de etilo/metanol 1:1.  

 

      

Figura 23: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro. No cromatograma do lado 

esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 1:1 e no cromatograma do lado direito usou-se acetato 

de etilo/metanol 1:1.  

 

De seguida, tendo em conta que se observou uma melhor separação dos compostos 

nos solventes clorofórmio/acetato de etilo, alterou-se a polaridade mudando as proporções e 

em vez de se usar 1:1, usou-se 2:5 e 5:2 de clorofórmio/acetato de etilo. Deste modo, os 

compostos ficaram separados em mais bandas devido à diferença de polaridade dos solventes, 

uma vez que os compostos vão interagir mais com a fase móvel e deslocam-se. Assim, 

conseguiu-se observar mais bandas tanto nos cromatogramas do medronheiro como nos do 

pirliteiro (Figura 24 e Figura 25). Para os extratos de cada uma das plantas, a proporção 2:5 

separou mais os compostos, sendo possível visualizar melhor as bandas nestes cromatogramas. 

O aparecimento de mais bandas pode ser devido à presença de compostos polares existentes 

nas amostras. Na proporção 2:5, o solvente que está em maior quantidade é mais polar que o 

outro, por isso consegue interagir mais com os compostos polares de modo a desloca-los, 

visualizando melhor as bandas existentes.  

Os extratos brutos (M e P nos cromatogramas) apresentam bandas que também se vêm 

nas outras frações do cromatograma (1, 2, 3 e 4 nos cromatogramas), o que era de prever 

P        1        2        3       4    1        2        3        4       P 

M      1        2        3       4 M       1        2        3       4 
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visto que as frações foram obtidas através da separação do extrato bruto metanólico de cada 

planta. Pode-se concluir também que as frações são diferentes, a fração 3, é diferente das 

outras uma vez que apresenta uma banda que as outras frações não têm.  

       

Figura 24: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do medronheiro. No cromatograma do 

lado esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2.  

 

      

Figura 25: Cromatogramas do extrato e respetivas frações do pirliteiro. No cromatograma do lado 

esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2.  

 

 Procedeu-se a uma avaliação da atividade antioxidante dos extratos brutos e 

respetivas frações por aplicação de uma solução de DPPH para revelar os cromatogramas. Nos 

cromatogramas onde aparecem manchas brancas/amareladas, significa que existe atividade 

antioxidante nessa zona, ou seja, existem compostos nos extratos que são antioxidantes. Nos 

cromatogramas dos extratos do medronheiro e do pirliteiro, nas zonas assinaladas, pode-se 

ver que existem zonas mais claras em relação ao fundo de cor lilas (Figura 26 e Figura 27). 

Analisando a atividade antioxidante visualmente a partir dos cromatogramas podemos dizer 

que nos extratos do medronheiro a fração 4 é a que apresenta menos atividade antioxidante e 

no caso do pirliteiro é a fração 1. A fração 1 é a mais apolar obtida com o N-hexano e a fração 

4 é a parte não solúvel do extrato que sobrou depois de se ter feito a separação em frações.  

M        1        2        3       4 M       1        2        3       4 

 P        1        2        3       4  P        1        2        3       4 
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Figura 26: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do medronheiro. No cromatograma do 

lado esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2. Revelaram-se os cromatogramas com uma solução de DPPH. 

 

      

Figura 27: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro. No cromatograma do lado 

esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2. Revelaram-se os cromatogramas com uma solução de DPPH 

 

 De modo a avaliar a presença de compostos fenólicos nos extratos brutos e respetivas 

frações, preparou-se uma solução com o reagente de Folin-Ciocalteu também para revelar os 

cromatogramas e neste caso a presença destes compostos permite a visualização de zonas 

azuladas. Nos cromatogramas dos extratos do medronheiro (Figura 28), podemos ver que a 

fração 3, possui mais compostos fenólicos que as restantes frações. No entanto, todas 

possuem fenóis.  
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Figura 28: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do medronheiro. No cromatograma do 

lado esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2. Revelaram-se os cromatogramas com uma solução de Reagente de 

Folin-Ciocalteu. 

 

Nos cromatogramas dos extratos do pirliteiro (Figura 29), verifica-se uma menor 

intensidade da cor azul, mas o extrato bruto e todas as frações, exceto a fração 1, também 

possuem compostos fenólicos. 

 

      

Figura 29: Cromatogramas do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro. . No cromatograma do 

lado esquerdo usou-se clorofórmio/acetato de etilo 2:5 e no cromatograma do lado direito usou-se 

clorofórmio/acetato de etilo 5:2. Revelaram-se os cromatogramas com uma solução de Reagente de 

Folin-Ciocalteu. 

 

 É de referir que as zonas mais claras nos cromatogramas em que se usou o DPPH como 

revelador, coincidem com as zonas azuis que aparecem nos cromatogramas com o revelador 

reagente de Folin. Estes resultados permitem mostrar que muito provavelmente os compostos 

fenólicos estão relacionados com a atividade antioxidante destes extratos. 
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4.6 Determinação da Atividade Antimicrobiana 

 

Vários estudos têm apresentado resultados que indicam que os compostos fenólicos 

exibem inúmeras atividades biológicas promotoras da saúde e podem ser usados como aditivos 

em alimentos para melhorar a sua estabilidade (Belkhir et al. 2013; Ganhão et al. 2010; 

Miguel et al. 2014). Também a atividade antimicrobiana dos compostos fenólicos tem sido 

documentada e havendo um crescente interesse em extratos de plantas que poderiam ser 

utilizados como alternativa aos atuais agentes antimicrobianos (Jurica et al. 2017). 

 

4.6.1 Suscetibilidade bacteriana e fúngica dos extratos brutos do 

medronheiro e pirliteiro por ensaios de difusão em disco 

 

 A monitorização da atividade antimicrobiana dos extratos metanólicos brutos do 

medronheiro e do pirliteiro foi primeiro efetuada através da avaliação da suscetibilidade por 

difusão em disco. Considerando os resultados obtidos (Tabela 5), verificou-se que o extrato de 

medronheiro inibiu um maior número de espécies bacterianas do que o extrato de pirliteiro, 

acompanhado pela presença de halos de inibição de maior dimensão no caso do primeiro 

extrato. O extrato de pirliteiro apenas inibiu as espécies B. cereus e K. pneumoniae com 

obtenção de um halo de inibição de pequena dimensão. Em relação ao extrato do 

medronheiro, houve maior inibição nas espécies Gram positivas, tendo-se obtido o maior halo 

de inibição para a espécie S. aureus com 12,9 ± 2,1 mm. Estes resultados podem estar 

relacionados com o facto de existirem diferenças nas bactérias gram-positivas e gram-

negativas.  (Sassi et al. 2007). 

 Em relação às leveduras (Tabela 5), na espécie C. tropicalis visualizou-se halo de 

inibição nos dois extratos com 6,3 ± 0,5 mm, não se observando, no entanto, a formação de 

halo de inibição para as restantes espécies em estudo.  

Dado que os extratos foram dissolvidos em DMSO, nos ensaios realizados também se 

colocaram, como controlo da toxicidade do solvente, discos com DMSO, sendo que não se 

observou inibição do mesmo para nenhuma das espécies de bactérias e leveduras em estudo 

(halo de inibição igual a 6,0 ± 0,0 mm).  
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Tabela 5: Diâmetros dos halos de inibição dos extratos metanólicos em espécies de bactérias e de 
leveduras apresentados como média ± desvio padrão. Usaram-se discos com o diâmetro de 6 mm. 

Diâmetro do halo de inibição (mm) 

Espécies Medronheiro Pirliteiro 

Bactérias gram 
positivas 

S. aureus ATCC 25923 12,9 ± 2,1 6,0 ± 0,0 

E. faecalis ATCC 29212 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

B. cereus ATCC 11778 10,1 ± 1,0 7,5 ± 0,5 

L. monocytogenes LMG 16779 10,1 ± 4,0 6,0 ± 0,0 

Bactérias gram 
negativas 

E. coli ATCC 25922 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

K. pneumoniae ATCC 13883 8,1 ± 0,5 6,3 ± 0,5 

P. aeruginosa ATCC 27853 7,5 ± 2,1 6,0 ± 0,0 

S. Typhimurium ATCC 13311 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

A. baumannii LMG 1025 6,6 ± 0,6 6,0 ± 0,0 

Leveduras 

C. albicans ATCC 90028 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

C. albicans ATCC 24433 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

C. tropicalis ATCC 750 6,3 ± 0,5 6,3 ± 0,5 

C. glabrata (Clinical strain) 6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

C. lusitaniae (Clinical strain)  6,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

 

 Resultados obtidos da atividade antimicrobiana do extrato de pirliteiro contra 

bactérias, das mesmas espécies e estirpes usadas no presente estudo, mostram que os 

extratos etanólicos dos frutos, com concentração diferente da usada neste estudo, inibem o 

crescimento de S. aureus (8 mm), E. coli (11 mm) e P. aeruginosa (13 mm) (Tadić et al. 

2008). No entanto, Ignat et al. (2013) em extratos etanólicos dos frutos obtiveram inibição 

em S. aureus (15 mm) e com as espécies E. coli e P. aeruginosa tal não ocorreu. Nesse estudo 

também se analisaram extratos aquosos e para as três espécies houve crescimento, ao 

contrário do que se verificou com o extrato etanólico para S.aureus. Os extratos de folhas 

obtidos com acetona 80 % em 0,2 % ácido fórmico, inibiram o crescimento de S. aureus, no 

entanto, E. coli cresceu em todas as concentrações testadas de extrato (Denev et al. 2014). O 

extrato etanólico também inibiu o crescimento de uma estirpe de C. albicans, diferente das 

estudadas neste trabalho, obtendo-se um halo de inibição igual a 11 mm (Tadić et al. 2008).  

 Nos extratos de medronheiro também se verificam algumas diferenças quando se 

comparam resultados entre diferentes estudos. Em extratos metanólicos obtidos das folhas 

podem-se observar resultados de inibição de crescimento de S. aureus (19 mm) e E. faecalis 

(14 mm), mas não de E. coli e P. aeruginosa (Sassi et al. 2007). No entanto, num outro estudo 

já verificada inibição de P. aeruginosa (22 mm) e E. faecalis com um halo menor (8 mm) e na 

mesma, crescimento de E. coli (Jurica et al. 2017). Em relação às espécies B. cereus e S. 

Typhimurium, S. aureus e K. pneumoniae, Ferreira et al. 2012 obtiveram resultados de 
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inibição semelhantes aos apresentados neste trabalho. Como se pode observar, nos extratos 

de folhas de medronheiro, podem encontram-se diferenças nos resultados da atividade 

antimicrobiana tanto em extratos obtidos com o mesmo solvente como com solventes 

diferentes (Orak et al. 2011; Sassi et al. 2007). Estas variações também se verificam nas 

leveduras. Globalmente, não se obtiveram halos de inibição neste trabalho, com exceção de 

um halo reduzido para C. tropicalis (6,3 ± 0,5 mm), mas foram detetados resultados com 

atividade antifúngica maior nesta espécie (10,7 ± 1,2 e 12,0 ± 2,6 mm) em Ferreira et al. 

2012. Nas restantes espécies estudadas, cresceram na presença do extrato de medronheiro.  

Assim, podemos observar que os diferentes solventes usados para a extração, tal 

como as diferentes partes da planta, levam a resultados diferentes. Estas variações podem 

ser explicadas, dado que diferentes solventes vão extrair diferentes compostos da mesma 

amostra dependendo da sua polaridade, as partes da planta possuem diferenças nos 

conteúdos bioquímicos qualitativos e quantitativos (Belkhir et al. 2013) e do mesmo modo, o 

local de colheita e stresses aos quais as plantas foram sujeitas, também influenciam os 

resultados (Sassi et al. 2007). 

 

4.6.2 Suscetibilidade bacteriana dos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro e respetivas frações por ensaios determinação da Concentração 

Mínima Inibitória (CMI)  

 

O segundo teste de monitorização da atividade antimicrobiana foi o método de 

microdiluição em meio líquido que permitiu a determinação da concentração mínima 

inibitória (Belkhir et al. 2013) para cada extrato bruto (M e P) e para as respetivas frações 

(F1, F2, F3 e F4) do medronheiro e do pirliteiro.  

Segundo Okusa e seus colaboradores (2007), os extratos que possuam uma 

concentração inibitória inferior a 0,5 mg/ml são considerados dignos de investigação, se 

estiver entre 0,5 e 1 mg/ml, considera-se atividade antimicrobiana fraca e acima de 1 mg/ml, 

o extrato é inativo (Okusa et al. 2007). Considerando isto, de um modo geral, os resultados 

obtidos não demonstraram uma atividade bacteriana relevante para os extratos brutos e 

frações analisadas tendo em conta que as concentrações mínimas inibitórias obtidas foram 

entre 1 e > 2 mg/mL (Tabela 6). No entanto, verificou-se que o extrato de medronheiro 

possui maior poder antibacteriano que o extrato de pirliteiro. Enquanto que para o pirliteiro, 

apenas as frações 1 e 2 inibiram o crescimento de duas espécies bacterianas, as frações e 

extrato bruto do medronheiro inibiram maior número de espécies bacterianas. O menor valor 

de CMI obtido foi de 1 mg/mL para as frações e extrato bruto de medronheiro nas espécies S. 

aureus e K. pneumoniae, e o crescimento da espécie B. cereus foi inibido por todos os 

extratos do medronheiro (2 mg/mL). Também com esta concentração, o extrato bruto e as 
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frações 2 e 3 do medronheiro, inibiram o crescimento de P. aeruginosa. Nas outras espécies 

de bactérias, a concentração mínima inibitória foi sempre superior a 2 mg/mL. 

Tabela 6: Concentração mínima inibitória dos extratos metanólicos brutos e respetivas frações para as 
bactérias em estudo. 

CMI (mg/mL) 

Espécies M F1M F2M F3M F4M P F1P F2P F3P F4P 

S. aureus ATCC 25923 1 1 1 1 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

E. faecalis ATCC 29212 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

B. cereus ATCC 11778 2 2 2 2 2 > 2 1 2 > 2 > 2 

L. monocytogenes LMG 16779 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

E. coli ATCC 25922 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

K. pneumoniae ATCC 13883 1 2 1 1 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

P. aeruginosa ATCC 27853 2 > 2 2 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

S. Typhimurium ATCC 13311 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

A. baumannii LMG 1025 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 1 > 2 > 2 > 2 

 

 Também neste método os extratos usados foram dissolvidos em DMSO, assim usou-se 

novamente o DMSO como controlo da toxicidade para as espécies, verificando-se que a 

concentração máxima testada não inibiu o crescimento bacteriano. 

 Em resultados reportados por outros autores, os extratos metanólicos das folhas de 

medronheiro não inibiram o crescimento das espécies S. Typhimurium (Ferreira et al. 2012) e 

E. coli (Ferreira et al. 2012, Jurica et al. 2017). Já para E. faecalis, estes extratos têm 

apresentado valores de CMI de 1,25 mg/mL (Sassi et al. 2007) ou > 2,5 mg/mL (Ferreira et al. 

2012, Jurica et al. 2017). Esta diferença de resultados também se pode verificar para as 

espécies S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae (Ferreira et al. 2012, Sassi et al. 2007, 

Jurica et al. 2017). Comparando os extratos metanólicos com extratos aquosos, os resultados 

obtidos para E. coli, P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus são ligeiramente diferentes aos 

nossos, mas essa diferença pode estar associada ao diferente solvente usado, visto que cada 

solvente extrai compostos bioativos diferentes (Jurica et al. 2017). Ainda assim, globalmente 

nota-se que há maior inibição nas bactérias gram positivas do que nas gram negativas. 

De facto, a membrana externa das bactérias Gram negativas é conhecida por 

apresentar uma barreira à penetração de extratos polifenólicos (Belkhir et al. 2013). A 

resistência destas bactérias em relação a substâncias antibacterianas é usualmente devida à 

membrana fosfolipídica externa, tornando impermeável aos solutos lipofílicos, e às porinas 

que constituem uma barreira seletiva aos solutos hidrofílicos (Orak et al. 2011). Além disso, 

possuem o espaço periplasmático que contém enzimas capazes de destruir algumas moléculas 

estranhas introduzidas a partir do exterior (Belkhir et al. 2013). 
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 Os extratos etanólicos obtidos a partir dos frutos de pirliteiro, estudados por outros 

autores, demonstraram uma atividade antibacteriana mais forte que os extratos metanólicos 

de folhas deste estudo em algumas estirpes iguais às testadas neste trabalho (Tadić et al. 

2008), indicando que também nos extratos desta planta, ocorre diferenças associadas ao tipo 

de solvente e à parte da planta usados. Do mesmo modo, os extratos de folhas obtidos com 

diferentes solventes obtiveram concentrações inibitórias mais baixas que os metanólicos nas 

espécies S. aureus e P. aeruginosa (Belkhir et al. 2013).  

 

Diversos autores também chegaram à conclusão que este método, ao ser realizado em 

um meio líquido, toda a população bacteriana está em contato contínuo e homogéneo com os 

compostos a testar, facilitando assim os seus efeitos antimicrobianos. Além disso, fazendo o 

teste em placas de microdiluição, as concentrações fenólicas mais elevadas também podem 

ser um fator limitante uma vez que leva ao aparecimento de material precipitado na solução, 

afetando assim a quantificação e, consequentemente, a estimativa das concentrações 

inibitórias exatas (Belkhir et al. 2013). 

Comparando os dois métodos de monitorização da atividade antimicrobiana neste 

trabalho, podemos afirmar que os resultados estão de acordo nos dois métodos, com exceção 

do observado para a espécie L. monocytogenes, para o extrato de medronheiro, uma vez que 

na difusão em disco houve um halo de inibição igual a 10,1 ± 4,0 mm e a concentração 

mínima inibitória determinada foi superior a 2 mg/mL em todos os extratos do medronheiro 

testados.  

 

4.6.3 Suscetibilidade de leveduras aos extratos brutos do medronheiro e 

pirliteiro e respetivas frações por ensaios determinação da Concentração 

Mínima Inibitória (CMI)  

 

A determinação da concentração mínima inibitória realizada para a monitorização da 

atividade antimicrobiana dos extratos, também foi efetuada em espécies de leveduras 

(Tabela 7). Pelos resultados obtidos verifica-se que as frações 1, 2 e 4 do extrato de pirliteiro 

inibiram o crescimento das espécies C. tropicalis e do isolado clinico C. lusitaniae com 

concentrações mínimas inibitórias entre 0,063 e 0,500 mg/mL, sendo que o valor mais baixo 

de CMI foi verificado na fração 1 para C. tropicalis. O extrato bruto apenas inibiu C. tropicalis 

com uma CMI de 0,500 mg/mL, sendo que para as restantes Candida spp a CMI determinada 

foi maior que 2 mg/mL. Tendo em conta os resultados para C. lusitaniae, apesar de não se 

conhecer a constituição exata de cada fração e extrato bruto, verificou-se que estes extratos 

apresentam potencial antimicrobiano diferente. O fracionamento com solventes de 

polaridades, faz com que os compostos retirados do extrato bruto sejam diferentes em cada 

fração, assim indicando que os compostos obtidos nas diferentes frações possam ter um efeito 
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antagonista levando a uma perda de atividade do extrato bruto, na gama de concentrações 

testada.  

 

No caso do medronheiro, as frações 1 e 2 inibiram C. albicans ATCC 90028 e a fração 4 

inibiu as duas estirpes de C. albicans com valores de CMI entre 1 e 2 mg/mL. Para as espécies 

C. tropicalis e C. lusitaniae, todos os extratos de medronheiro demonstraram efeito 

antifúngico com valores de CMI entre 0,008 e 0,500 mg/ml, com foco no isolado clínico C. 

lusitaniae. Estes resultados são bastante promissores uma vez que existem estipes destas 

espécies que são resistentes a antifúngicos (Kothavade et al. 2010; Asner et al. 2015) e assim, 

poderia ser uma mais valia estudar estes extratos no desenvolvimento de novos antifúngicos 

ou para potenciar o efeito dos já existentes.  

Relativamente à espécie C. glabrata, nenhum dos extratos do medronheiro inibiu o 

seu crescimento no intervalo de concentrações testado, por isso considera-se que os extratos 

são inativos para esta levedura. 

 

Tabela 7: Concentração mínima inibitória dos extratos metanólicos brutos e das respetivas frações para 

leveduras. 

CMI (mg/mL) 

Espécies M F1M F2M F3M F4M P F1P F2P F3P F4P 

C. albicans ATCC 90028 > 2 2 1 > 2 1 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

C. albicans ATCC 24433 > 2 > 2 > 2 > 2 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

C. tropicalis ATCC 750 0,125 0,250 0,125 0,500 0,125 0,500 0,063 0,125 > 2 0,500 

C. glabrata clínica > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 > 2 

C. lusitanae clínica 0,008 0,031 0,031 0,008 0,008 > 2  0,250 0,500 > 2 0,250 

 

Nos ensaios com as leveduras, os extratos usados também foram dissolvidos em DMSO. 

Esta solução foi novamente usada como controlo da toxicidade, sendo que não interferiu com 

crescimento de nenhuma das leveduras em estudo. 

Segundo a pesquisa bibliográfica realizada, não foram encontrados muito estudos com 

estes extratos contra espécies de leveduras. Para o extrato metanólico de folhas de 

medronheiro, em Jurica et al. (2017), testaram a estirpe C. albicans ATCC 10231 e o isolado 

clínico C. albicans 39620 e este extrato não inibiu o crescimento destas estirpes. Os 

resultados obtidos para C. albicans mostraram um efeito inibitório fraco de extratos de folhas 

de medronheiro, que está em correlação com o estudo de Jurica et al. (2017).  
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O extrato etanólico de frutos de pirliteiro, inibiu o crescimento da espécie C. albicans 

ATCC 10231 com um valor de CMI igual a 0,119 mg/mL (Tadić et al. 2008). Neste caso, existe 

uma diferença relevante visto que os extratos metanólicos das folhas não inibiram o 

crescimento das estirpes de C. albicans. Os resultados apresentados em estudos anteriores e 

no presente trabalham indicam que os frutos do pirliteiro podem ter mais propriedades 

antimicrobianas quando comparado com as observadas para as suas folhas. 

Comparando os dois métodos de monitorização da atividade antimicrobiana, no caso 

das leveduras, principalmente para a espécie C. lusitaniae, a concentração mínima inibitória 

verificada foi de 0,008 mg/mL, no entanto, no método de difusão em disco não surgiu 

nenhum halo de inibição. Isto pode ser relacionado com o facto de a concentração de extrato 

usada nos ensaios ter sido de 100 mg/mL e por ser uma concentração elevada, o extrato pode 

não ter impregnado o suficiente nos discos impedindo assim a dispersão normal do extrato 

pelo agar. Além de que, no teste de difusão em disco, a limitação da cinética de difusão dos 

compostos nos discos e a presença local de pequenos números bacterianos em contato com os 

compostos a testar, devido à falta de uniformidade do inóculo, podem ser fatores importantes 

que levam à incoerência do potencial real dos extratos (Belkhir et al. 2013). 

 

4.6.4 Bioautografia 

 

 De modo a verificar a atividade antimicrobiana dos extratos de forma qualitativa, 

procedeu-se à realização de uma autobiografia usando o MTT como indicador da viabilidade 

celular. As espécies selecionadas para este ensaio foram as que demonstraram melhores 

resultados no método da determinação da concentração mínima inibitória e assim, testaram-

se três espécies de leveduras (C. albicans ATCC 900028, C. tropicalis e C. lusitaniae). Em 

paralelo a cada ensaio, fez-se um cromatograma com Anfotericina B de modo a servir de 

controlo para a interpretação dos resultados. É possível ver que em todos os cromatogramas 

controlo, até onde a Anfotericina B migrou, não existe crescimento de microrganismos e por 

isso essa zona denota cor amarela. A cor amarela significa que não houve redução 

mitocondrial do MTT a formazano, ou seja, os microrganismos não estavam viáveis (Nunes et 

al. 2016).  

 Nos ensaios para a espécie C. albicans, a inibição do crescimento, zonas que estão 

com cor amarela, é mais visível nos extratos de medronheiro, principalmente na fração 1, 2 e 

3. No cromatograma do pirliteiro, a zona da fração 4 é onde se encontra maior crescimento 

da espécie (Figura 30). Os resultados obtidos nos ensaios de determinação da concentração 

mínima inibitória, no caso do pirliteiro, o CMI foi > 2 mg/mL para todos os extratos testados, 

enquanto que para o medronheiro, as frações mais ativas foram a 1, 2 e 4 com CMI entre 1 e 2 

mg/mL. Comparando estes dois métodos, chegamos à conclusão que os resultados não estão 

concordantes.  
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Figura 30: Bioautografia da anfotericina B (esquerda), do extrato bruto metanólico e respetivas frações 

do medronheiro (centro) e do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro (direita) para a espécie 

Candida albicans ATCC 90028.  

 

 Para a espécie C. tropicalis, pelos cromatogramas da Figura 31, pode verificar-se que 

no medronheiro a fração 1 e 3 inibem mais o crescimento e no cromatograma do pirliteiro a 

fração 3 é que aparenta ter menos cristais de formazano. Nos extratos de medronheiro, para 

o extrato bruto e para as frações 2 e 4 determinou-se uma CMI de 0,125 mg/mL, sendo estes 

os extratos com maior atividade antifúngica. A fração 3 do pirliteiro, foi o único extrato que 

deu CMI > 2 mg/mL para esta espécie. Podemos verificar que mais uma vez os resultados não 

coincidem.  

   

           

Figura 31: Bioautografia da anfotericina B (esquerda), do extrato bruto metanólico e respetivas frações 

do medronheiro (centro) e do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro (direita) para a espécie 

Candida tropicalis ATCC 750.  

 

 Para a espécie C. lusitaniae, na Figura 32, é evidente que os extratos de medronheiro 

têm elevada atividade antifúngica, dado que o cromatograma encontra-se todo a amarelo 

sem se observar indícios de atividade metabólica de C. lusitaniae. As CMI obtidas nos extratos 

M      1       2        3       4 P      1       2       3       4 

M     1      2      3      4 P      1      2        3       4 
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de medronheiro situam-se entre 0,008 e 0,031 mg/mL e pode-se verificar na bioautografia 

que esses extratos têm atividade antifúngica forte.  O cromatograma do pirliteiro não está 

tão nítido, mas percebe-se que há zonas com mais crescimento do que outras, como se pode 

confirmar pelos resultados de CMI, em que existem frações com atividade (fração 1, 2 e 4) e 

outras sem atividade (extrato bruto e fração 3). 

  

          

Figura 32: Bioautografia da anfotericina B (esquerda), do extrato bruto metanólico e respetivas frações 

do medronheiro (centro) e do extrato bruto e respetivas frações do pirliteiro (direita) para a espécie 

Candida lusitaniae.  

 

Alguns resultados obtidos na bioautografia deste trabalho não estão em concordância 

com os resultados anteriormente obtidos. A principal vantagem deste tipo de bioautografia, é 

que todas as etapas deste método, tais como separação, pré-condicionamento, incubação e 

visualização, são realizadas diretamente na placa de TLC (Grzelak et al. 2011). 

No entanto, existem diversas condições que influenciam os resultados, como os 

microrganismos testados, a fase móvel, a composição do meio, o pH e a solubilidade da 

amostra podem interferir na deteção bioautográfica (Choma e Grzelak, 2011). A viscosidade 

do meio também é essencial para a deteção bioautográfica uma vez que, se o meio for muito 

fluido, pode não aderir corretamente na superfície da placa de TLC, resultando em zonas de 

inibição pouco claras. Se a viscosidade for muito alta, dificulta a cobertura das placas de TLC 

fazendo com que o inóculo não fique uniforme na placa (Grzelak et al. 2011). Do mesmo 

modo, o tempo de incubação inadequado das placas de TLC resulta em zonas de inibição que 

não são bem definidas visto que a concentração de microrganismos é baixa (tempo muito 

curto) ou excesso de crescimento nestas zonas (tempo muito longo) (Grzelak et al. 2013). 

Outros fatores que influenciam os resultados pode ser o caráter químico do adsorvente, os 

microrganismos crescem diretamente na superfície da placa de TLC e por esta razão a 

superfície da TLC tem um papel crucial no crescimento de bactérias (Grzelak et al. 2013).  

Assim, futuramente, deve-se alterar as condições do método de modo a perceber o 

que é que estava a influenciar os resultados de modo a ficarem concordantes com os 

resultados obtidos nos ensaios de monitorização realizados para a atividade antimicrobiana. 

M      1       2        3       4 P      1       2        3       4 
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4.6.5 Estudo do efeito combinado dos extratos com o antifúngico 

Anfotericina B 

 

 A necessidade de desenvolver alternativas aos antibióticos existentes é essencial nos 

dias de hoje, pois cada vez mais se verificam resistências dos microrganismos aos 

medicamentos existentes (Mohan et al. 2013). Certos produtos naturais de plantas, como é o 

caso dos compostos fenólicos, são conhecidos por possuírem propriedades antimicrobianas 

(Dib et al. 2013). Assim, o estudo da combinação de extratos de plantas com antibióticos já 

existentes, pode ser uma nova terapia para combater os microrganismos patogénicos (Sassi et 

al. 2007). 

 De modo a aprofundar o conhecimento do efeito antimicrobiano dos extratos de 

medronheiro e de pirliteiro, procedeu-se à realização de um teste de sinergismo com o 

antifúngico Anfotericina B e os extratos brutos e frações que apresentaram melhor atividade 

anti-Candida nos ensaios anteriores.  

 Os extratos bruto e frações mais ativas de medronheiro foram assim testados sobre as 

três espécies de leveduras que demonstraram maior suscetibilidade (C. albicans ATCC 900028, 

C. tropicalis ATCC 750 e C. lusitaniae isolado de origem clínica) (Tabela 8). Todos os extratos 

testados para C. tropicalis, apresentam efeito sinérgico com a Anfotericina B. O extrato bruto 

e frações 3 e 4 em C. lusitaniae, a fração 1 e o extrato bruto testados em C. albicans 

demonstram uma interação aditiva com o antifúngico e apenas as frações 2 e 4 em C. albicans 

não têm interação com o antifúngico. Novamente, percebe-se que as frações possuem 

constituição diferente, tendo em conta que para C. albicans a fração 1 apresenta um efeito 

aditivo não observado nas frações 2 e 4, indicando que a atividade observada para o extrato 

bruto se pode dever à constituição da fração 1. Para as restantes espécies, todas as frações 

testadas demonstram interação aditiva ou sinérgica. 
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Tabela 8: Valores obtidos para o Índice de concentração inibitória fracionada e o respetivo efeito dos 

extratos de medronheiro juntamente com o antifúngico Anfotericina B. 

Medronheiro 

Espécie Fração FICI Efeito 

C. albicans ATCC 90028 

M ≤ 0,52 Aditivo 

1 ≤ 0,53 Aditivo 

2 ≤ 1,02 Indiferente 

4 ≤ 1,03 Indiferente 

C. tropicalis ATCC 750 

M ≤ 0,31 Sinérgico 

2 ≤ 0,25 Sinérgico 

4 ≤ 0,25 Sinérgico 

C. lusitaniae clínica 

M ≤ 1,00 Aditivo 

3 ≤ 0,75 Aditivo 

4 ≤ 0,75 Aditivo 

 

 Em relação aos extratos de pirliteiro (Tabela 9), o extrato bruto demonstrou um 

efeito sinérgico na presença do antifúngico Anfotericina B nas duas espécies testadas. Para C. 

tropicalis, a fração 1 teve um efeito aditivo e a fração 2 não mostrou interação com este 

antifúngico. Para C. lusitaniae as duas frações testadas apresentam efeito aditivo. Uma 

possível explicação para que o extrato bruto tenha um efeito sinérgico e as frações não, é que 

os compostos presentes nas frações, quando se encontram juntos, interagem e potenciam o 

efeito desse extrato enquanto que separados apenas demonstrem um efeito aditivo com o 

antifúngico. Para se poder comprovar esta teoria, seria necessário conhecer a constituição 

exata de cada extrato e realizar testes de suscetibilidade com os compostos isolados, 

seguidos de avaliação de sinergismo com combinações dos mesmos. 

 

Tabela 9: Valores obtidos para o Índice de concentração inibitória fracionada e o respetivo efeito dos 

extratos de pirliteiro juntamente com o antifúngico Anfotericina B. 

Pirliteiro 

Espécie Fração FICI Efeito 

C. tropicalis ATCC 750 

P ≤ 0,38 Sinérgico 

1 ≤ 1,00 Aditivo 

2 ≤ 1,03 Indiferente 

C. lusitaniae clínica 

P ≤ 0,48 Sinérgico 

1 ≤ 0,72 Aditivo 

4 ≤ 0,75 Aditivo 
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 Apenas foi encontrado um estudo de sinergismo com o medronheiro e pode-se 

observar que foi testado um possível efeito combinado entre o extrato metanólico obtido a 

partir das folhas do medronheiro com os antibióticos cefotaxima e estreptomicina. No 

entanto, os resultados obtidos não foram promissores visto que para a espécie P. aeruginosa 

ATCC 9027 e no isolado clínico S. aureus C 100459 resistente à meticilina, os extratos 

demonstraram um efeito indiferente (FICI entre 1 e 4) na presença destes antibióticos 

(Guendouze-Bouchefa et al. 2015). 
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Capítulo 5. Conclusão 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades bioativas de extratos 

metanólicos das folhas de medronheiro e de pirliteiro, especificamente a atividade 

antioxidante e a atividade antimicrobiana.  

Assim, verificou-se através dos resultados obtidos que o extrato de medronheiro 

possui mais compostos fenólicos, enquanto que o extrato de pirliteiro possui mais flavonoides.  

Com a análise do método de DPPH e do sistema β-caroteno/ácido linoleico para a 

determinação da atividade antioxidante, pode-se concluir que os dois métodos são 

concordantes nos resultados obtidos para estes extratos, ou seja, o extrato de medronheiro 

apresenta maior atividade antioxidante que o extrato de pirliteiro. Em relação aos padrões 

usados (rutina, trolox e ácido gálico para o DPPH e o BHT para o β-caroteno), tanto num 

método como no outro, os extratos possuem atividade antioxidante mais fraca que estes. É de 

referir que o extrato de medronheiro é o que possui mais compostos fenólicos e maior 

atividade antioxidante, o que poderá estar de acordo com o facto de os compostos fenólicos 

estarem envolvidos na atividade antioxidante, como é referido na literatura. 

Em relação à atividade antimicrobiana dos extratos, procedeu-se à avaliação da 

suscetibilidade de nove espécies de bactérias, entre as quais gram positivas e gram negativas, 

e quatro espécies de leveduras aos extratos de medronheiro e pirliteiro. Pode-se observar 

que, no que diz respeito às bactérias, ambos os extratos se podem considerados inativos 

quanto à sua atividade antibacteriana, pois possuem valores de CMI maiores ou iguais a 1 

mg/mL. No entanto, apresentam atividade antimicrobiana para leveduras, nomeadamente C. 

tropicalis e C. lusitaniae no intervalo de CMI de 0,008 – 0,5 mg/mL, sendo a maior atividade 

verificada no extrato bruto de medronheiro e nas frações 3 e 4 deste, na espécie C. 

lusitaniae. Relativamente ao estudo do efeito combinado dos extratos brutos metanólicos ou 

das frações do medronheiro e do pirliteiro com a anfotericina B, foram observados resultados 

promissores nas espécies C. tropicalis e C. lusitaniae, visto que os extratos testados 

mostraram um efeito aditivo ou mesmo sinérgico com o antifúngico. Assim, este trabalho veio 

salientar o potencial antimicrobiano dos extratos de plantas, com ênfase, na atividade obtida 

C. tropicalis e C. lusitaniae. A relevância destes resultados é salientada, uma vez que estas 

duas espécies de levedura já revelaram conseguir provocar infeções graves, e inclusive, 

apresentando estirpes resistentes a certos antifúngicos.  

Assim, podemos afirmar que o extrato de medronheiro, de forma geral, denota 

melhores resultados que o extrato de pirliteiro, com ênfase no seu efeito antifúngico.  
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Este estudo permitiu contribuir para a avaliação global de produtos naturais bioativos 

e os resultados obtidos podem ser benéficos para o desenvolvimento de extratos para 

aplicação farmacêutica, a fim de prevenir e tratar doenças e melhorar a saúde dos pacientes 

ou como suplementos alimentares devido às propriedades antioxidantes.  

No futuro, seria importante estudar este tipo de extrato de modo a caraterizar 

fitoquimicamente a sua constituição a fim de saber qual ou quais os compostos com 

atividades biológicas e posteriormente isolar e identificar os compostos puros usando 

ressonância magnética nuclear e espectrometria de massa para seguidamente conhecer 

melhor o seu mecanismo de ação nas respetivas propriedades bioativas.  
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Anexo I 

 

Determinação da Atividade antioxidante (Método do DPPH) 

 

No ponto 4.4.1 do capitulo dos Resultados e Discussão, a determinação da atividade 

antioxidante pelo método do DPPH foi demonstrada através do extrato de medronheiro. Os 

seguintes gráficos e tabelas dizem respeito ao extrato de pirliteiro e aos padrões rutina, 

trolox e ácido gálico. 

 

Extrato de pirliteiro 

   

 

Figura 33: Curvas de calibração para a concentração 0,080 mM de DPPH no extrato de pirliteiro. 

 

 

Figura 34: Curvas de calibração para a concentração 0,124 mM de DPPH no extrato de pirliteiro. 
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Figura 35: Curvas de calibração para a concentração 0,200 mM de DPPH no extrato de pirliteiro. 

 

Tabela 10: Valor obtido de IC50 para o extrato de pirliteiro através dos dados referentes às curvas de 

calibração de cada concentração de DPPH. 

Extrato de pirliteiro 

[DPPH] = 0,080 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 23,486 

21,351 ± 2,132 2 19,222 

3 21,345 

[DPPH] = 0,124 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 32,642 

33,226 ± 0,616 2 33,870 

3 33,166 

[DPPH] = 0,200 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 52,514 

53,465 ± 3,897 2 57,750 

3 50,133 

Média total ± Desvio médio IC50  

36,014 ± 11,634 
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Padrão Rutina 

  

 

Figura 36: Curvas de calibração para a concentração 0,080 mM de DPPH no padrão rutina. 

 

 

Figura 37: Curvas de calibração para a concentração 0,124 mM de DPPH no padrão rutina. 

 

 

Figura 38: Curvas de calibração para a concentração 0,200 mM de DPPH no padrão rutina. 
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Tabela 11: Valor obtido de IC50 para o padrão rutina através dos dados referentes às curvas de 

calibração de cada concentração de DPPH. 

Rutina 

[DPPH] = 0,080 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 5,465 

5,470 ± 0,038 2 5,435 

3 5,511 

[DPPH] = 0,124 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 7,753 

7,767 ± 0,110 2 7,884 

3 7,665 

[DPPH] = 0,200 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 11,627 

11,365 ± 0,360 2 11,514 

3 10,954 

Média total ± Desvio médio IC50  

8,201 ± 2,109 

 

Padrão Trolox 

  

 

Figura 39: Curvas de calibração para a concentração 0,080 mM de DPPH no padrão trolox. 
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Figura 40: Curvas de calibração para a concentração 0,124 mM de DPPH no padrão trolox. 

 

 

Figura 41: Curvas de calibração para a concentração 0,200 mM de DPPH no padrão trolox. 
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Tabela 12: Valor obtido de IC50 para o padrão trolox através dos dados referentes às curvas de 

calibração de cada concentração de DPPH. 

Trolox 

[DPPH] = 0,080 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 5,108 

4,734 ± 0,563 2 5,009 

3 4,086 

[DPPH] = 0,124 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 6,903 

7,010 ± 0,118 2 6,991 

3 7,136 

[DPPH] = 0,200 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 10,897 

11,549 ± 0,578 2 11,753 

3 11,998 

Média total ± Desvio médio IC50  

7,764 ± 2,523 

 

Padrão Ácido gálico 

  

 

Figura 42: Curvas de calibração para a concentração 0,080 mM de DPPH no padrão ácido gálico. 
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Figura 43: Curvas de calibração para a concentração 0,124 mM de DPPH no padrão ácido gálico. 

 

 

Figura 44: Curvas de calibração para a concentração 0,200 mM de DPPH no padrão ácido gálico. 
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Tabela 13: Valor obtido de IC50 para o padrão ácido gálico através dos dados referentes às curvas de 

calibração de cada concentração de DPPH. 

Ácido gálico 

[DPPH] = 0,080 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 1,289 

1,274 ± 0,030 2 1,239 

3 1,293 

[DPPH] = 0,124 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 1,949 

1,896 ± 0,049 2 1,884 

3 1,854 

[DPPH] = 0,200 mM 

Ensaio IC50 
Média ± Desvio 

padrão 

1 2,781 

2,857 ± 0,105 2 2,977 

3 2,813 

Média total ± Desvio médio IC50  

2,009 ± 0,565 
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Anexo II: Comunicação oral  
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