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RESUMO

Este estudo investigou a preparacao de um extrato hidroalcodlico de folhas de oliveira
(EFO), subproduto da industria de azeite na regido sul do Brasil, e explorou seu
potencial bioativo. O EFO apresentou elevada concentracdo de compostos
flavonoides e fendlicos, como rutina (110,14 mg/g de extrato), hidroxitirosol (8 mg/qg)
e oleuropeina (5,36 mg/g), reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antimicrobianas. O extrato demonstrou eficacia na inibicdo e destruicao
de biofilmes formados por microrganismos patogénicos, incluindo Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, MRSA, Enterococcus faecalis e
Candida albicans, com concentracdes inferiores a 30 mg/mL. Esses resultados
sugerem que o EFO pode ser uma abordagem promissora para combater infecgbes
bacterianas, ao mesmo tempo que promove a sustentabilidade ecoldgica e a
economia circular ao reaproveitar subprodutos agroindustriais. O estudo destaca a
importancia de valorizar as folhas de oliveira pelo seu elevado contetdo bioativo.

Palavras-chave: Olea europaea L; Subprodutos; Sustentabilidade; Atividade
Antibiofilme; Microrganismos Patogénicos.

ABSTRACT

This study investigated the preparation of a hydroalcoholic extract from olive leaves
(EFO), a by-product of the olive oil industry in southern Brazil, and explored its
bioactive potential. The EFO showed a high concentration of flavonoid and phenolic
compounds, such as rutin (110.14 mg/g of extract), hydroxytyrosol (8 mg/g), and
oleuropein (5.36 mg/g), known for their antioxidant, anti-inflammatory, and
antimicrobial properties. The extract demonstrated effectiveness in inhibiting and
destroying biofilms formed by pathogenic microorganisms, including Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, MRSA, Enterococcus faecalis,
and Candida albicans, with concentrations below 30 mg/mL. These results suggest
that EFO may be a promising approach to combating bacterial infections, while
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promoting ecological sustainability and the circular economy by reusing agro-industrial
by-products. The study highlights the importance of valuing olive leaves for their high
bioactive content.

Keywords: Olea europaea L; By-products; Sustainability; Antibiofilm Activity;
Pathogenic Microorganisms.

Eixo Tematico: Tecnologia, Inovacédo e Desenvolvimento Sustentavel.

1.INTRODUCAO

O Brasil é notavel por sua vasta riqueza ambiental, possuindo seis biomas
distintos que oferecem uma enorme diversidade de produtos cultivados em suas
diferentes regides. No Rio Grande do Sul, por exemplo, dois biomas predominam: o
Pampa e a Mata Atlantica. Desde a colonizacao, a regido sul, onde esté localizado o
bioma Pampa, tem sido marcada por intensa atividade agricola, impulsionada pela
pobreza da populacéo da época e pela abundancia de recursos naturais disponiveis
para exploracéo (Valério Filho et al., 2022).

Entre os diversos residuos agroindustriais gerados nessa area, as folhas de
oliveira se destacam, sendo produzidas em grandes quantidades durante a poda e a
colheita das azeitonas. Apesar de sua relevancia, esse subproduto ainda é pouco
explorado. O crescente interesse nas folhas de oliveira deve-se ao seu alto teor de
compostos fendlicos, como flavonoides e secoiridoides, incluindo a oleuropeina, que
possui varias propriedades benéficas (Kiritsakis et al., 2017).

Segundo Nunes et al. (2016), apenas 2% dos compostos fendlicos
permanecem no azeite, enquanto 98% séao retidos nos residuos soélidos (folhas) e
liquidos (sansa) do processo. Esses compostos sao valorizados por suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, e outras benéficas
para a saude (Albuquerque et al., 2021), o que tem incentivado seu uso em diversas
industrias (Lama-Mufioz et al., 2019).

Como resultado, pesquisadores tém buscado maneiras de recuperar e valorizar
esses subprodutos de alto valor agregado. Tradicionalmente, as folhas de oliveira séo
utilizadas no tratamento de hipertensdo, doencas infecciosas e inflamatorias,

hiperglicemia, entre outras condi¢cdes (Markin et al., 2003; Wang et al., 2008; Ahmed
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et al., 2014). No entanto, poucos estudos investigaram as atividades antibiofilme dos
extratos de folhas de oliveira.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um extrato de um
blend de folhas de Olea europaea L. da regido sul do Brasil (EFO), com foco na anélise
de sua composicdo quimica e atividades antibiofilme contra microrganismos

patogénicos.

2. METODOLOGIA
2.1. Preparo do extrato hidroalcodlico de folhas de oliveira

O extrato foi preparado de acordo com o registro de patente numero BR 10
2023 007641 6.

2.2. Andlise da composicdo quimica do extrato hidroalcodlico de folhas de
oliveira
O método utilizado para analise foi baseado em Ubessi et al. (2019), com

adaptacdes na metodologia para um volume de injecao de 2 L.

2.3. Determinacdo da atividade antibiofilme do extrato hidroalcodlico de folhas
de oliveira

Para os ensaios foram utilizadas as cepas de Pseudomonas aeruginosa
(PAO1), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25213),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (isolado clinico), Enterococcus
faecalis (ATCC 51299), e Candida albicans (ATCC 14053) pertencentes a
bacterioteca do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Oral (LAPEMICRO) da
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, RS. Os microrganismos foram
mantidos em meio de cultura com glicerol e congelados a -80 °C. As amostras foram
descongeladas, inoculadas em caldo Brain Heart Infunsion (BHI) e incubadas por 24
horas. Apds, foram semeadas em agar Nutriente e Sabouraud (para as leveduras) e
novamente incubada por 24 horas a 37 °C.

Para verificar se o extrato seria capaz de inibir a formacado do biofilme

bacteriano ou destruir o biofilme ja pré-formado, utilizamos a técnica de acordo com
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as condicOes previamente otimizadas descritas por Sandberg e colaboradores (2008),

com modificacdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Analise da composicdo quimica do extrato hidroalcodlico de folhas de
oliveira

Os constituintes oleuropeina, rutina e hidroxitirosol foram detectados e
quantificados a partir de curvas analiticas obtidas com estes padrbes (Tabela 1).

Tabela 1. Analise dos compostos fitoquimicos majoritarios do extrato
hidroalcéolico de folhas de oliveira por LC-DAD.

Teor (mg/g
Equacado dareta Comprimento de
Padrao extrato
(r?) onda (nm)
liofilizado)
Oleuropeina 5,36 y=1729.5x + 250
4.6683 (r* =
0.9982)
y=2759,5x +
Rutina 110,14 29,976 (r* = 250
0,9922)
y =1670,7 x +
Hidroxitirosol 8 5,4694 (r* = 280
0,9993)

Fonte: Construcdo da autora.

No presente estudo, a analise LC-DAD revelou as substancias quimicas
encontradas no EFO. O resultado obtido indica que a rutina, o hidroxitirosol e a
oleuropeina sédo os flavondides predominantes no EFO. Pereira et al. (2007)
identificaram a rutina, a apigenina - 7- O - glucosido e a luteolina — 7 — O - glucosido
como os flavonéides mais abundantes num extrato aquoso de folhas de oliveira do

nordeste de Portugal. Estes resultados foram corroborados por Makowska-Was et
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al. (2017), que identificaram luteolina — 7 - O - glucésido, rutina e apigenina—7 — O -
glucosido como os flavondides predominantes nas folhas de oliveira selvagem
colhidas no sul de Portugal.

Em relacdo aos secoiriddides, a oleuropeina geralmente representa o derivado
oleosidico mais caracteristico das folhas de oliveira. No entanto, no presente trabalho,
a oleuropeina se mostra quantitativamente em concentracdes inferiores aos demais
constituintes da matriz quimica do extrato, e isto se deve a bioconversdo que ocorre
em diferentes estagios da planta e de acordo com diferentes fatores, como maturacéo
da planta, tipo de cultivar e época de colheita (Termentzi, Halabalaki, Skaltsounis,
2017).

Estes resultados também estdo de acordo com os relatados por Benavente-
Garcia et al. (2000) que mostraram que os polifendis presentes nas folhas de oliveira
consistem em oleuropeosideos (oleuropeina e verbascosideo), flavondis (rutina) e

fenol substituido (tirosol, hidroxitirosol, vanilina, acido vanilico e acido cafeico).

3.2.Determinacéo da atividade antibiofilme do extrato hidroalcodlico de folhas
de oliveira

Os resultados demonstraram que o extrato foi capaz de causar a destruicao
parcial significativa e o retardo no crescimento (concentracdes 4x maiores que a MIC)
dos biofilmes pré-formados por todos os microrganismos testados, exceto contra E.
faecalis (Figura 1), e foi capaz de inibir o crescimento e prevenir o desenvolvimento
(concentragcdes menores que a MIC) dos biofilmes em formagdo de todos os

microrganismos testados (Figura 2).
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracfes do extrato hidroalcodlico das
folhas de oliveira na destruicéo de biofilme pré-formado por microrganismos

patogénicos.
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Fonte: Construcdo da autora.
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracfes do extrato hidroalcodlico das folhas de
oliveira na inibigdo do crescimento do biofilme em formacao por microrganismos
patogénicos.
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Fonte: Construcdo da autora.

Biofilmes bacterianos sdo aglomerados de células envoltos em uma matriz
polimérica extracelular que as bactérias produzem como uma estratégia de
sobrevivéncia em condi¢des adversas (Karunasagar et al., 1994). Esses biofilmes s&o
dificeis de erradicar e podem servir como reservatorios de patdégenos, causando
infecgcbes cronicas em areas como medicina, inddstria alimenticia, agricultura e
aquicultura (Bourne et al., 2006).

Deepika et al. (2018) demonstraram que a rutina, um flavonoide presente no
extrato de folhas de oliveira (EFO), pode inibir a adesao bacteriana, sendo eficaz no
tratamento de infec¢cbes por Pseudomonas aeruginosa. A rutina apresentou uma
concentragdo inibitéria minima (CIM) de 800 pg/mL contra essa bactéria. A inibicao
da formacgéao de biofilme foi mais eficaz quando a rutina (200 ug/mL) foi combinada

com o antibiético gentamicina (2,5 pg/mL).
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Além disso, flavonoides como a rutina exibem propriedades antioxidantes
benéficas para os hospedeiros e podem agir como pré-oxidantes contra patégenos,
induzindo estresse oxidativo e gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) que
levam & morte bacteriana (Fathima & Rao, 2016). A atividade antibiofilme do extrato
das folhas de oliveira também pode ser atribuida aos compostos fenolicos presentes
no extrato, como a oleuropeina, que pode aumentar a permeabilidade das membranas

celulares bacterianas, facilitando sua ruptura (Edziri et al., 2019).

4. CONCLUSAO

Os resultados revelam o significativo potencial bioativo do extrato das folhas de
oliveira demonstrado pela presenca significativa de compostos fitoquimicos, como
rutina, hidroxitirosol e oleuropeina, cujas propriedades benéficas sdo amplamente
documentadas. Esses compostos fendlicos sdo possivelmente responsaveis pela
eficacia do extrato tanto na prevencao, quanto na destruicdo de biofilmes formados
por microrganismos patogénicos, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis e Candida albicans.

Os resultados deste estudo indicam que o EFO possui um grande potencial
antibiofilme. Esses resultados evidenciam o potencial do extrato de folhas de oliveira
como uma abordagem promissora para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes contra infec¢cdes causadas por microrganismos patogénicos, contribuindo
para estratégias sustentaveis e inovadoras na utlizacdo de subprodutos da
olivicultura, reforcando a importancia da valorizacdo das folhas de oliveira como um
residuo agroindustrial, promovendo a sustentabilidade ecol6gica e a economia

circular.
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