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RESUMO — A utilizagdo de extratos vegetais tende a ser uma alternativa aos
aditivos quimicos convencionais, sendo o extrato de folhas de oliveira (Olea
europea L.) uma opgdo com potencial uso como antimicrobiano. O objetivo deste
trabalho foi a preparacdo de extratos de folhas de oliveira utilizando-se diferentes
metodologias, a fim de se investigar a atividade antimicrobiana. Os extratos foram
produzidos através de extracdo soélido-liquido por maceragdo, variando-se
temperatura, agitacdo e tipo de filtracdo (filtracdo a vacuo com papel filtro,
filtracdo simples com meios filtrantes de algodéo hidrofilico, tecido e 1a de vidro).
A atividade antimicrobiana foi determinada por andlises de inibigdo pelos extratos
obtidos e foram feitas pelo método do cultivo em placas. A linhagem bacteriana
utilizada nesse estudo foi Escherichia coli (ATCC 11229). Nas anélises de
inibicdo dos extratos, constatou-se que 0s extratos produzidos com menor
tamanho de particula das folhas processadas, obtidos apds filtracdo com tecido, na
menor temperatura e na maior agitacdo apresentaram o maior poder de inibicdo.
Conclui-se que o extrato possui beneficios potenciais a aplicagdo como
antimicrobiano, podendo ser incorporado na composicdo de embalagens para
alimentos.

1. INTRODUCAO

O estudo de produtos naturais ativos representa uma alternativa ao uso de aditivos
guimicos convencionais, como exemplo, aqueles utilizados para aumentar a vida de prateleira
dos produtos alimenticios, os conservantes quimicos (Maia, 2015; Ugalde, 2014).

Estudos recentes mostram a utilizacdo de extratos de plantas para a reducgdo de
patogenos em alguns alimentos. Gutierrez (2008) estudou o efeito antimicrobiano de 06leos
essenciais, de origem vegetal, em alimentos e obteve como resultado, que a combinacdo de
orégano com manjerona apresentou uma eficacia promissora contra Escherichia coli (E. coli).

Os compostos naturais podem ser capazes de inibir ou diminuir as rea¢0es de oxidacao
e 0 crescimento microbiano em alimentos, visando a manutengdo de sua qualidade por um
periodo maior de tempo (Del Ré; Jorge, 2012).

Neste contexto, 0 extrato bruto das folhas de oliveira (EBFO) € um dos extratos vegetais
com potencial para essa aplicacdo. A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta frutifera, da
familia botanica Oleaceae (Coutinho et al., 2009). As folhas dessa planta sdo consideradas um
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subproduto gerado em grande quantidade na préatica da olivicultura (Guinda et al., 2004).
Essas folhas ja sdo usadas para fins medicinais, como o combate a febres, além disso,
reconhecidamente possuem compostos com potencial antioxidante e antimicrobiano, porém o
modo de acdo do EBFO sobre patdgenos transmitidos por alimentos ainda ndo esta claro
(Benavente-Garcia et al., 2000; Liu et al. (2017); Pacetta, 2013).

As folhas de oliveira possuem em sua composicdo um composto fenolico chamado
oleuropeina, que possui propriedades antimicrobianas. Assim, os EBFO tém sido usados
como medicamento natural e como uma alternativa de antimicrobiano (Pacetta, 2013;
Mendes, 2012; Sudjana et al., 2009).

Existem vérias técnicas para a obtencdo dos EBFO contendo oleuropeina, a extragdo
pela maceracdo é uma das mais empregadas, esta realiza a dissolu¢cdo dos compostos
presentes na amostra s6lida para o solvente extrator (Castro; Priego-Capote, 2010).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a obtencdo de extrato bruto de folhas de oliveira
através de diferentes métodos de extracdo e a potencial atividade antimicrobiana dos extratos,
a fim de uma possivel aplicacdo como aditivos para alimentos.

2. METODOLOGIA

2.1. Material vegetal

As folhas de Olea europaea L., do cultivar Arbequina, foram coletadas em Junho de
2016, no municipio de Pinheiro Machado, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, cedidas pela
estancia Guarda Velha. As folhas foram higienizadas com agua corrente, solucdo comercial
de hipoclorito de sddio 2 % a 2,5 % e &gua destilada esterilizada. Posteriormente, foram secas
em estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C e cominuidas em moinho analitico. Foram
ainda separadas fracbes com diferentes granulometrias através de peneiras fabricadas nos
padrdes ABNT/ASTM/TYLER. A Figura 1 ilustra as etapas do processamento das folhas.

Figura 1 — Etapas do processamento das folhas. (A) Folhas lavadas. (B) Folhas secas. (C)
Folhas moidas e peneiradas.

2.2. Preparagao dos extratos

Os extratos foram preparados por maceracdo dinamica. Foram pesadas 5 g de cada
amostra e adicionados 50 mL de &gua. A extracdo procedeu-se por um periodo de 24 h, sob
agitacdo e temperaturas pré-determinadas e controladas. Decorrido o tempo de extracdo 0s
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extratos foram filtrados com diferentes metodologias, a saber, filtracdo a vacuo (papel filtro),
filtracdo simples com meios filtrantes de algod&o hidrofilico, tecido de nylon e la de vidro. Os
extratos foram armazenados em frascos de vidro &mbar e acondicionados em refrigerador até
execucdo das analises.

Elaborou-se um planejamento experimental do tipo fatorial completo com trés
repeticdes no ponto central a partir dos resultados obtidos nos testes anteriores, utilizando-se
como variaveis independentes temperatura e rotacdo e como resposta a inibicdo
proporcionada pelos extratos. Os resultados foram avaliados usando o software Statistica 7.0.

2.3. Ensaios de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada por anélises de inibicdo pelos extratos
obtidos e foram feitas pelo método do cultivo em placas de Elisa adaptado em relacdo ao
descrito na norma M7-A6 da NCCLS (2003). A linhagem bacteriana utilizada nesse estudo
foi E.coli (ATCC 11229). A quantificacdo do efeito inibitdrio é feita por meio das diferencas
de absorvancia entre as duas leituras das amostras contendo o extrato (135 pL), em relagdo as
médias de absorvancia das amostras controle, que foi &gua destilada. A Equacdo 1 foi
utilizada para a calcular a inibicéo.

1=[1- (%)] x 100% Q)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostra a Figura 2 o aspecto geral dos EBFO obtidos apresentaram uma
coloragdo marrom esverdeada.

Figura 2 — Extrato bruto de folhas de oliveira.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados de inibicdo dos EBFO a uma concentracdo de 0,1 g/mL, preparados com
diferentes tamanhos de particulas das folhas previamente cominuidas, estdo na Tabela 1.

Tabela 1 - Inibicdo dos EBFO preparados com diferentes granulometrias.

Tamanho da particula (mm) Tipo de filtragdo Inibig&o E.coli (%)
0,272 Simples (algodao) 89,43
1,285 Simples (algodao) 68,40

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com os resultados da Tabela 1, pode-se verificar que os EBFO apresentaram efeito
antimicrobiano e que com um tamanho de particula menor houve uma maior inibicéo,
acredita-se que com a redugdo do tamanho das particulas houve uma maior area de contato
que favoreceu a extracdo da oleuropeina. Experimentos futuros serdo realizados para a
padronizacdo do EBFO obtido quanto aos solidos totais e & concentragdo de oleuropeina.

Mendes (2012) avaliou o efeito inibitorio da oleuropeina extraida das azeitonas, frente
as bactérias E. coli e Pseudomonas aeruginosa, e obteve como resultado que este composto
tem importancia bioativa, uma vez que revelou um significativo potencial antimicrobiano.

A partir dai testou-se a inibicdo dos EBFO preparados com folhas com menor tamanho
de particula frente a diferentes filtracGes, sendo os resultados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Inibicdo dos EBFO frente as diferentes filtracdes.

Tipo de filtracdo Inibicdo E.coli (%)
Filtracdo a vacuo (papel de filtro) 79,75
Simples (la de vidro) 50,35
Simples (algodéo) 68,40
Simples (tecido) 100,00

Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados da Tabela 2 evidenciaram que a filtracdo utilizando-se o tecido de nylon
apresentou um maior poder de inibicdo, a filtracdo por esse método deixa passar uma maior
guantidade se sélidos, o que pode justificar esse resultado, acredita-se que os sélidos
presentes nos EBFO continuem liberando bioativos mesmo depois da extracdo. Apds a
definicdo do tamanho da particula e tipo de filtracdo foi executado o planejamento
experimental, a fim de verificar os efeitos da temperatura e rotagdo. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados de inibic¢éo para o planejamento experimental.

Temperatura (°C) Rotacdo (rpm) Inibicdo E. coli (%)
25 0 83,90
75 0 67,91
25 240 100,00
75 240 100,00
50 120 100,00
50 120 100,00
50 120 100,00

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 3 ilustra o Diagrama de Pareto obtido para a avaliagdo dos efeitos.

Figura 3 — Diagrama de Pareto.
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Diagrama de Pareto

Rotagéo 2,72478

Temperatura -,904491

)

p=1
Efeito estimado (valores absolutos)

Fonte: Elaborado pela autora.

Através da andlise do Diagrama de Pareto foi possivel verificar que para o efeito
antimicrobiano o efeito da temperatura ndo foi significativo, enquanto que o efeito da rotacédo
foi significativo com nivel de confianca de 90 %. Desta forma, observou-se que quanto maior
a rotacdo maior inibicao.

Como a temperatura ndo teve efeito significativo optou-se por produzir EBFO na
temperatura de 25°C, por questBes de economia energética, com rotacdo de 240 rpm e
utilizando-se filtracdo simples com tecido de nylon, por apresentarem um melhor condi¢do na
obtengdo dos EBFO com potencial de inibicao.

Liu et al. (2017) investigou o efeito antimicrobiano de extrato bruto de folhas de
oliveira e demonstraram que, a uma concentracdo de 62,5 mg/mL, o extrato inibiu quase
completamente o crescimento Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella
Enteritidis. Concluiram que o extrato poderia potencialmente ser utilizado no controle de
agentes patogenicos em produtos alimentares.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho forneceu um estudo preliminar da atividade antimicrobiana do
EBFO. No entanto, ha a necessidade de investigacdes adicionais no que concerne a sua
composicao de bioativos.

Pode-se concluir que os EBFO possuem uma acdo de inibicdo frente a linhagem
bacteriana E.coli. Extratos preparados com tamanho de particulas foliares menores e filtrados
com tecido de nylon apresentaram maior poder de inibicéo.

A partir da analise estatistica verificou-se que o efeito da temperatura nao foi
significativo na obtencdo de EBFO com potencial de inibicdo, enquanto que o efeito da
rotacédo foi significativo.

Tendo em vista a inibicdo proporcionada pelos EBFO pode-se propor a padronizagao
dos extratos quanto ao teor de bioativos e a concentracdo de oleuropeina, de forma a viabilizar
sua aplicacdo como aditivo antimicrobiano em embalagens para alimentos em substituicéo
aos conservantes quimicos.

5. NOMENCLATURA
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