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Resumo: Em Trés-os-Montes, no inicio do Outono, sdo produzidas azeitonas descarocadas em
pedacos, conhecidas como “alcaparras”, muito apreciadas e consumidas na regido principalmente nos
periodos de OQutono-Inverno. Com a realizacdo do presente trabalho, pretendeu-se por um lado
proceder a caracterizacdo da fraccdo fendlica deste tipo de azeitona de mesa por HPLC/DAD, e por
outro proceder a avaliacdo in vitro de extractos aquosos de “alcaparra” contra diferentes
microrganismos patogéneos agentes de infecgOes intestinais e respiratorias, nomeadamente bactérias
Gram-positivas (Bacillus cereus, B. subtilis e Staphylococcus aureus), Gram- negativas (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e fungos (Candida albicans e Cryptococcus
neoformans). Foram identificados e quantidados trés compostos flavondides: luteolina 7-O-glucosido,
apigenina 7-O-glucosido e luteolina. Verificou-se, a baixas concentracOes de extracto de “alcaparra”
(0,05 mg/mL), uma inibicdo significativa do crescimento das bactérias, com excepcdo de P.
aeruginosa. Os extractos estudaram mostraram, nas concentragdes testadas, ndo possuir actividade
antifungica.

1. INTRODUGCAO

A azeitona de mesa ¢ um alimento tradicionalmente incluido na dieta Mediterranica, sendo
considerada uma fonte importante de antioxidantes naturais, nomeadamente compostos
fenolicos e vitamina E. A presenca destes compostos nos alimentos tem sido relacionada
com uma menor taxa de incidéncia de doencas coronarias nos paises da Bacia do
Mediterraneo.

Por azeitona de mesa, entende-se 0 produto preparado a partir de frutos de variedades
apropriadas da espécie Olea europaea sativa Hoffg Link, em estado de maturacdo
conveniente, submetidos a tratamentos e operagdes que assegurem as suas caracteristicas de
boa conservacdo [1]. Existem diferentes tipos de azeitona de mesa dependendo sobretudo do
grau de maturacdo dos frutos utilizados na sua preparagdo, do processo de preparacdo e/ou
da sua forma de apresentacéo.

Em Trés-os-Montes, hd um grande consumo dos diferentes tipos de azeitona de mesa, sendo
as azeitonas descarocadas tipo “Alcaparra”, produto obtido de forma tradicional, largamente
consumidas nos meses de Outono-Inverno. As “alcaparras” séo processadas de frutos verdes
e verde amarelados, que sdo quebrados com a ajuda de um martelo de madeira sendo a polpa
separada do carogo. A polpa fica separada em aproximadamente duas partes iguais
perpendiculares ao eixo maximo do fruto. Os frutos sdo posteriormente colocados em agua
que é trocada diariamente ou cada dois dias durante uma semana. Este tratamento remove o



amargor das azeitonas sendo as azeitonas temperadas com sal, ervas arométicas e casca de
laranja antes de serem consumidas [2].

Os compostos fenolicos e seus glucosidos representam 1 a 3% do peso da azeitona, sendo 0s
alcoois fenodlicos, flavonoides e secoiridoides as classes mais importantes presentes em
azeitona de mesa os acidos fenolicos [3-5]. A fraccdo fendlica é muito complexa e pode
variar tanto em quantidade como qualidade dependendo do método de processamento [6], da
cultivar [7], das condicdes climéticas [8], do regime hidrico [9] e do grau de maturacdo do
fruto [10].

Alguns trabalhos tém demonstrado propriedades antimicrobianas de extractos de produtos
da oliveira como as folhas [11], o fruto [6] e de compostos isolados deles como a
oleuropeina, hidroxitirosol [12] e alcoois alifaticos [13] sobre o crescimento de diferentes
microrganismos.

Com a realizacdo do presente trabalho, pretendeu-se por um lado proceder a caracterizacao da
fraccdo fendlica deste tipo de azeitona de mesa por HPLC/DAD, e por outro proceder a
avaliacdo in vitro de extractos aquosos de “alcaparra” contra diferentes microrganismos
patogéneos agentes de infeccBes intestinais e respiratorias, nomeadamente bactérias Gram-
positivas (Bacillus cereus, B. subtilis e Staphylococcus aureus), Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e fungos (Candida
albicans e Cryptococcus neoformans).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de “alcaparras”
As amostras foram obtidas num supermercado local e congeladas. Posteriormente, foram
liofilizadas, trituradas e armazenadas nume exsicador protegidas da luz.

2.2. Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A extracgéo foi efectuada de acordo com o descrito por Vinhas et al. [14].

A analise foi efectuada por HPLC-DAD nas condigdes referidas por Vinhas et al. [14]. A
quantificacdo dos compostos fenolicos foi efectuada por comparacéo da absorvancia a 350 nm
registada nos cromatogramas em relacao a padrdes externos.

2.3. Actividade antimicrobiana

Os extractos foram obtidos usando agua em ebulicdo durante 45 min sendo, posteriormente,
congelados, liofilizados e redissolvidos em agua (50 mg/mL).

Bactérias testadas: B. cereus CECT 148, B. subtilis CECT 498, S. aureus ESA 7, E. coli
CECT 101, P. aeruginosa CECT 108 e K. pneumoniae ESA 8. Fungos testados: C. albicans
CECT 1394 e C. neoformans ESA 3. Os microrganismos CECT foram adquiridos da
Coleccdo Espanhola de Culturas da Universidade de Valéncia, enguanto que o0s
microrganismos ESA sdo isolados clinicos identificados no laboratério de Microbiologia da
Escola Superior Agraria de Braganca.

Foi efectuado um screening de actividades antimicrobianas contra bactérias Gram - (E. coli,
P. aeruginosa, e K. pneumoniae), bactérias Gram + (B. subtilis, B. cereus e S. aureus) e
leveduras (C. albicans, C. neoformans), tendo sido determinadas as concentragdes minimas
inibitdrias de crescimento (MICs em mg/mL) e os halos de inibicdo pelo método de difuséo
radial em agar [15]. A ampicilina (antibacteriano) e a cicloheximida (antifungico) foram
usadas como padrdes.

As bactérias mais susceptiveis (B. subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli e K. pneumoniae)
foram, posteriormente, utilizadas em ensaios de actividade antimicrobiana em meio liquido de



acordo com o descrito pelo nosso grupo [2]. Os valores da velocidade de crescimento
bacteriano foram obtidos por regressdo linear na fase de crescimento exponencial, nos
gréaficos de densidade dptica a 540 nm versus tempo de incubacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados, nas amostras de “alcaparras”, trés compostos fendlicos: luteolina 7-O-
glucosido (1), apigenina 7-O-glucoside (2) e luteolina (3) (Fig. 1).
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Figura 1. Perfil fendlico da amostra de “alcaparras”.

O extracto de “alcaparras” inibiu todas as bactérias testadas, com excep¢do da bactéria
Gram-, P. aeruginosa. B. cereus e K. pneumoniae foram as bactérias Gram+ e Gram- mais
susceptiveis, respectivamente (Tabela 1). As leveduras testadas, C. albicans e C.
neoformans, foram resistentes ao extracto de “alcaparras”.

Tabela 1. Actividade antimicrobiana do extracto de “alcaparras”.

MIC (mg/mL)
Samples B. B. S. P. E. coli K. C. C.
cereus subtilis aureus aeruginosa peumoniae  albicans  neoformans
Alcaparra 25 (9.5) 25 (5) 25 (5.0) 50 50 (9) 10 (3.625) 50 50
(++++) (t++) (++) ) (t+4) (t+) () )
Ampicillin 0.00313 0.0125 0.00625 0.00625 0.00625 0.00625 NT NT
(++++) (++++4) (++++4) (++++) (++++) (++++4)
Cycloheximide NT NT NT NT NT NT 0.0125 0.00625

(+4) (++++4)

Os microrganismos que demonstraram susceptibilidade nos ensaios em meio solido foram
submetidos a novos ensaios em meio liquido, de forma a comparar os efeitos n velocidade de
crescimento. Os valores obtidos sugerem uma actividade antibacteriana de largo espectro e
dependente da concentracdo de extracto. De acordo com o perfil de crescimento bacteriano na
presenca de diferentes concentracbes de extracto (Fig. 2), as “alcaparras” revelaram
actividade antimicrobiana contra E. coli > K. pneumoniae > B. cereus > B. subtilis > S.
aureus.
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Figura 2. Taxa de crescimento bacteriano (Kc) na presenca de diferentes concentractes de extracto de
“alcaparras”.

alcaparra” sdo uma boa fonte de agentes antimicrobianos contra bactérias responsaveis por
infeccbes do tracto intestinal e respiratério. Os resultados obtidos sdo particularmente
importantes no caso de S. aureus, microrganismo produtor de enterotoxinas, e de E. coli,
ambos excepcionalmente resistentes a varios fitoquimicos. Assim, o consumo de “alcaparras”
pode reduzir o risco de infecgdes bacterianas, devido a accdo protectora dos compostos
fenolicos presentes neste alimento.
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