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Resumo

A extracdo do azeite de oliva gera grandes quantidades de residuos, em
meédia, apenas 21% do peso da azeitona correspondem a azeite, 0os 79%
restantes consistem em agua, casca, polpa e caro¢o, 0s quais constituem o
bagaco. Cerca de 98% dos compostos fendlicos passam para o bagaco no
processo de extragcdo do azeite por duas fases. Com o intuito de obter
alternativas para a utilizacéo deste residuo, e para o problema de fitotoxicidade
causada pela alta concentracdo de compostos fendlicos, este estudo teve
como obijetivo otimizar a extracdo de compostos fendlicos do bagaco utilizando
diferentes extratos metandlicos, e de avaliar potencial biolégico destes extratos.
A otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos e a avaliagdo da atividade
antioxidante (FRAP) foram realizadas por espectrofotometria, definindo as
amostras a serem avaliadas pela aplicacdo da superficie de resposta, a qual
constitui uma ferramenta estatistica de planejamento experimental. Os dois
extratos com maior concentracdo de compostos fendlicos foram selecionados
para analise de atividade antitumoral e antimicrobiana in vitro. Através da
metodologia de superficie de resposta foi possivel observar que as duas
condicdes que promoveram maior extracdo de compostos fendlicos foram
obtidas no ensaio com 40% de metanol, 70 °C e tempo de 180 minutos (ensaio
7), e com 80% de metanol, 70 °C e tempo de 180 minutos (ensaio 8). A maior
atividade antioxidante foi obtida no extrato com 40% metanol, 45 °C e tempo de
180 minutos (ensaio 5). No teste de MTT, o extrato 7 apresentou atividade
antitumoral frente & linhagem tumoral de glioma na concentracdo = 100 pg.mL™
em 24 horas de incubacdo, = 500 ug.mL™ em 48 horas e = 200 pg.mL™ em 72
horas de incubacao; o extrato 8 exibiu atividade antitumoral na concentragédo =
300 pg.mL™* em 24 horas de incubacao, = de 200 pg.mL™"em 48 horas e = 300
ng.mL™* em 72 horas de incubacdo. No ensaio de Sulforodamina B, o extrato 7
exerceu atividade antitumoral frente a linhagem tumoral de glioma na
concentracdo = 200 pg.mL™* em 24 horas de incubacdo, = 50 pg.mL™ em 48
horas e = 100 pg.mL™ em 72 horas de incubacéo; o extrato 8 demonstrou
atividade antitumoral na concentracdo = 100 pg.mL™* nos trés periodos de
incubacdo. No teste de disco difusdo os extratos selecionados apresentaram
halos de inibicdo frente aos micro-organismos testados. No ensaio de
concentragdo inibitdria minima os extratos selecionados exerceram atividade
antimicrobiana moderada e fraca, respectivamente. Nos testes de
concentracdo bactericida minima o0s extratos ndo apresentaram atividade,
demonstrando ndo ter acdo bactericida, somente bacteriostatica.

Palavras- Chave: planejamento experimental; residuo; atividade antioxidante.
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Abstract

Extraction of olive oil generates large amounts of waste. On average, only 21%
of the weight of the olive corresponds to olive oil, the remaining 79% consists of
water, bark, pulp and stone, which constitute bagasse. About 98% of the
phenolic compounds pass into the bagasse in the process of extraction of the
oil by two phases. In order to obtain alternatives for the use of this residue, and
for the phytotoxicity problem caused by the high concentration of phenolic
compounds, this study aimed to optimize the extraction of phenolic compounds
from the bagasse using different methanolic extracts, and to evaluate the
biological potential of these extracts. The optimization of the extraction of the
phenolic compounds and the evaluation of the antioxidant activity (FRAP) were
performed by spectrophotometry, defining the samples to be evaluated by the
application of the response surface, which is a statistical tool for experimental
planning. The two extracts with the highest concentration of phenolic
compounds were selected for analysis of antitumor and antimicrobial activity in
vitro. It was possible to observe that the two conditions that promoted higher
extraction of phenolic compounds were obtained in the 40% methanol, 70 °C
and 180 minutes (test 7) and 80% methanol, 70 °C and time of 180 minutes
(test 8). The highest antioxidant activity was obtained in the extract with 40%
methanol, 45 °C and time of 180 minutes (test 5). In the MTT test, extract 7
showed antitumor activity against the glioma tumor line at = 100 pg.mL™in 24 h
incubation, = 500 pg.mL™ at 48 hours and = 200 pg.mL™ at 72 hours of
incubation; the extract 8 exhibited antitumor activity at the concentration = 300
ng.mL™in 24 hours incubation, = 200 pg.mL™ at 48 hours and = 300 ug.mL™ at
72 hours incubation. In the Sulforodamine B assay, extract 7 exerted antitumor
activity against the glioma tumor line at = 200 pg.mL™ concentration in 24 hours
incubation, = 50 pug.mL™ at 48 hours and = 100 pug.mL™ in 72 hours of
incubation; extract 8 demonstrated antitumor activity at the concentration = 100
ng.mL™ in the three incubation periods. In the disc diffusion test, the selected
extracts showed inhibition halos against the microorganisms tested. In the
minimum inhibitory concentration assay the selected extracts exerted moderate
and weak antimicrobial activity, respectively. In the minimum bactericidal
concentration tests, the extracts showed no activity, showing no bactericidal
action, only bacteriostatic.

Keywords: experimental planning; residue; antioxidant activity.
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1 Introducéo

Estudos epidemiologicos relacionaram a baixa incidéncia de doenca
cardiaca (RUIZ-CANELA e MARTINEZ-GONZALEZ, 2011; CLIFTON e
KEOGH, 2017) e cancer (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2017; MAALEJ et al.,
2017; AYOUB et al., 2017) com o consumo de azeite de oliva, o que tem
impulsionado o mercado consumidor, principalmente em regides onde o
consumo néo era frequente. Devido ao grande mercado consumidor brasileiro
para azeite, nos ultimos dez anos, tém sido implementados projetos nos
estados das regides Sudeste e Sul para o desenvolvimento da cultura da
oliveira, com o objetivo de reduzir a dependéncia de importacdo do azeite de
oliva. Desde os anos 2011 até 2017 o Brasil foi 0 segundo maior importador de
azeite de oliva no mundo (INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2017). Os
altimos registros de producéo de oliveira no Rio Grande do Sul indicam que o
estado é o maior produtor nacional, com aproximadamente 2,1 mil hectares de
cultivo e estima-se que anualmente sejam plantados cerca de 400 novos
hectares (SOBCZAK, 2013).

O processamento de azeite gera uma grande quantidade de residuos
(MIRABELLA et al., 2014; NAZIRI et al., 2014), dentre os quais se destaca o
bagaco, que € um subproduto do processo da producdo do azeite de oliva
obtido de diferentes formas e composi¢cdes, de acordo com o equipamento
utilizado no processamento, da variedade da azeitona e do grau de maturacao
do fruto. Estima-se que a producdo de bagaco de azeitona atinge 2.881.500
toneladas/ano no globo terrestre (RAVINDRAN e JAISWAL, 2016). A
deposicado destes residuos pode ter efeitos nocivos ao meio ambiente devido
ao seu elevado teor organico e fitotoxicidade, recorrente da alta concentracéo
de compostos fendlicos, que sdo -caracterizados pela dificuldade de
degradacdo bioldgica, e pelo efeito antimicrobiano, afetando os processos de
digestdo anaerébica (BHATNAGAR et al., 2014). Nos paises europeus, onde
se concentra 95% da producdo mundial de azeite (INTERNATIONAL OLIVE
COUNCIL, 2017), os residuos inerentes a producdo de azeite sao
considerados um problema ambiental.

As alternativas para remediar este problema estdo na utilizacdo dos
residuos para geracdo de energia; no entanto, no caso do bagaco obtido no

processo de extracdo de duas fases, o qual apresenta elevada umidade, ha
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maior dificuldade, pois a remocdo da agua torna o processo pouco rentavel e
oneroso. A extragdo do azeite residual por meio de solvente orgénico a partir
de bagaco resultante do processo de duas fases, também implica em alto gasto
energético na secagem; e, além disso, estudos indicam que como
consequéncia das elevadas temperaturas aplicadas, formam-se
hidrocarbonetos arométicos policiclicos no o6leo obtido deste bagaco
(ERGONUL et al., 2013). Outras aplicagdes dos residuos incluem o seu uso
como fertilizantes organicos (INNANGI et al., 2017), ou suplementos
alimentares para animais (YANIK, 2017). Apesar da valorizagcdo econbmica
resultante tanto da recuperacdo do azeite quanto da producdo de energia,
esses residuos podem ser substancialmente valorizados a partir da extracdo de
compostos fendlicos que, dada a sua ampla gama de bio-aplicacdes, podem
contribuir na valorizacdo deste residuo, com significativa redu¢cdo do impacto

ambiental.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Otimizar a extracdo de compostos fendlicos do bagaco de azeite, obtido no
processo de extracdo de duas fases, utilizando diferentes extratos metandlicos,

e avaliar o potencial biologico destes.

2.2 Objetivos especificos

* Elaborar diferentes extratos metandlicos a partir do bagaco de duas fases;
* Avaliar teor de compostos fendlicos nos diferentes extratos;

» Selecionar os dois extratos com maior teor de compostos fendlicos para

avaliacdo da atividade antioxidante, antimicrobiana e antitumoral.
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3 Reviséo Bibliografica
3.1 A QOliveira e o azeite de oliva

A oliveira (Olea europea Linné), pertencente a familia das oleaceas, foi
introduzida na bacia do Mediterraneo por fenicios e sirios, desde os primérdios
da civilizacéo, seu uso foi difundido pelos romanos na alimentacao e através da
utilizacdo medicinal; sendo considerada uma das plantas mais antigas
cultivadas pelo homem (MANDARINO et al., 2005). Com a descoberta da
América, o cultivo das oliveiras se expandiu para além do Mediterraneo pela
introducéio da oliveira de Sevilha no oeste da India. Atualmente o plantio de
oliveiras continua em expansdo para além do Mediterrdneo, até mesmo em
locais distantes da sua origem, como o sul da Africa, Australia, Jap&o, Brasil e
China (INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2017). A longevidade e rusticidade
da oliveira distinguem esta arvore das demais; se o tronco for cortado, os
rebentos existentes na base crescem e originam uma nova arvore, existindo
assim arvores centenarias, onde seu desenvolvimento ndo é impedido em
climas sub-aridos e nem em solos muito pobres (SANTOS e RAMOS, 1987).

Trata-se de uma arvore de porte médio, que raramente ultrapassa os
seis metros de altura, com folha persistente e um tronco contorcido de casca
grossa e ramos relativamente delgados. As folhas sdo compridas (3 a 9 cm de
comprimento) e estreitas, e de cor verde escura na parte superior e verde
acinzentada ou esbranquicada na parte inferior. As flores, reunidas em cachos,
sdo pequenas, brancas e arométicas. Os frutos, denominados de azeitonas,
sdo constituidos por um caro¢o que contém a semente e por uma camada
externa, que pode ser destinado para consumo de mesa ou para extracao de
material lipidico, de acordo com seu rendimento em O6leo. A azeitona €
constituida em média por 50% de agua, 1,6% de proteinas, 22% de Oleo,
19,1% de carboidratos, 5,8% de celulose e 1,5% de minerais (MANDARINO,
ROESSING e BENASSI, 2005). Devido a presenca de oleuropeina, a azeitona
apresenta sabor caracteristico, forte e amargo, o que impede seu consumo
direto, sendo necessario 0 uso de processos para a utilizagdo na alimentagao.

O material lipidico obtido a partir do fruto da oliveira € denominado azeite
de oliva, pelo fato de ser oriundo do mesocarpo da azeitona ao invés da

semente e extraido sob prensagem a frio.
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O azeite de oliva € composto majoritariamente (98% do peso total) por
triacilglicerdis e &cidos graxos livres. Os triacilglicer6is sdo ésteres que
resultam da unido de uma molécula de glicerol com trés acidos graxos livres.
Os acidos graxos sao classificados conforme o niumero de carbonos que 0s
compdem e o grau de saturacdo. O acido graxo mais abundante no azeite é o
oleico (C18:1), seguido do palmitico (C16:0), linoleico (C18:2) e esteérico
(C18:0), os quais representam cerca de 88% da composicao total de acidos
graxos. Em menor proporcdo estdo presentes os acidos linolénico (C18:3),
lignocérico (C24:0), araquidico (C20:0) e o behénico (C22:0) (WABAIDUR et
al., 2016; KRITIOTI et al., 2017; XIANG et al., 2017).

A fragcdo minoritiria é formada esterois, &lcoois alifaticos,
hidrocarbonetos, ceras, compostos fendlicos, pigmentos, vitaminas, tocoferois
e compostos volateis. Os esterois podem ocorrer na forma livre ou esterificados
a acidos graxos (LUKIC et al., 2013), e o seu teor permite identificar a origem e
a pureza de um azeite. A diminuicdo dos esterois durante o armazenamento
tem sido relacionada com o aumento do valor do indice de peréxidos. O
conteudo total de esterois esta relacionado com a acidez livre, sendo que os
azeites com uma alta percentagem de acidez também apresentam altos
contetdos de esterois (LUKIC et al., 2013).

Os élcoois alifaticos sdo uma importante categoria dos componentes da
fracdo minoritaria que podem ser usados como critério de distingdo dos
diferentes tipos de azeite. As diversas concentracdes dos diferentes alcoois
sdo particularidades da variedade de azeitona e da regidao em que é produzido
o azeite (XIANG et al., 2017). As ceras sao ésteres de acidos graxos com
alcoois de cadeia longa de elevado ponto de fuséo, que encontram-se na casca
da azeitona e atuam na reducado da perda de agua pelo fruto. A elevada acidez
dos azeites contribui para 0 aumento da quantidade de ceras, devido a
esterificacdo de alcoois alifaticos com acidos graxos livres (HADJ-TAIEB et al.,
2012).

Os compostos fendlicos sdo os principais antioxidantes presentes no
azeite de oliva, e seu consumo tém sido associado a um menor risco de
doencas cardiacas e a prevencao do envelhecimento (VENEZIANI et al., 2018).
Estes compostos estdo relacionados com os atributos sensoriais do azeite,

conferindo-lhes particularidades Unicas. A composi¢do destes compostos no
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azeite é muito complexa, e a sua concentracdo difere segundo fatores
extrinsecos e intrinsecos (HADJ-TAIEB et al., 2012).

Os hidrocarbonetos presentes em maior abundancia no azeite sao o
esqualeno e o B-caroteno. O esqualeno é um hidrocarboneto insaturado que
representa cerca de 40% da fragdo minoritaria; e o B-caroteno € um dos
carotenoides responsaveis pela cor e estabilidade do azeite, e também como
um percursor da vitamina A (CAYUELA e GARCIA, 2018).

Outro carotenoide presente no azeite de oliva é a luteina, que
juntamente com o [(-caroteno S80 0S principais responsaveis pela cor
amarelada dos azeites. As clorofilas também fazem parte dos pigmentos
encontrados no azeite de oliva, tendo como principal componente a feofitina-a
e feofitina-b. Estes pigmentos conferem caracteristicas de cor verde escuro a
verde negro as azeitonas e seus produtos.

As vitaminas lipossolluveis identificadas no azeite sdo: vitamina A,
vitamina D, vitamina E e vitamina K. Dentre estas, se destacam os tocoferois,
por serem precursores da vitamina E, por contribuir para a estabilidade do
azeite devido sua acdo como antioxidante (CAYUELA e GARCIA, 2017).

Os azeites de oliva de alta qualidade apresentam um perfil de
compostos volateis constituidos, principalmente, por aldeidos, ésteres, alcoois
e cetonas, que originam um aroma equilibrado com carateristicas sensoriais
verdes e frutados (ROMERO et al.,, 2015). Alguns destes compostos Sao
formados por enzimas enddgenas; no entanto, os azeites de qualidade inferior
apresentam perfis de aroma complexo que compreendem um grande namero
de compostos volateis originados pela oxidacdo quimica e por enzimas
exdgenas. Alguns destes compostos dao origem as notas sensoriais
desagradaveis. Assim, o estudo dos compostos presentes na fracdo volatil do
azeite fornece informagdes sobre suas caracteristicas sensoriais (LUKIC et al.,
2017; VENEZIANI et al., 2018).
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3.2 Métodos de extracao do azeite de oliva

Nos tempos biblicos, a colheita das oliveiras estava ligada
principalmente a obtencdo do 6leo, em que a prensa consistia em uma grande
pedra achatada, cilindrica, escavada na parte superior para formar uma
espécie de bacia grande e rasa para conter as azeitonas. Outra roda de pedra
era colocada na beirada, e, com ajuda de um jumento era girada ar redor da
bacia, esmagando as azeitonas, e a polpa resultante era tratada para extrair o
Oleo. Outro método de obtencdo do azeite consistia em colocar a polpa em
cestos, um por cima do outro, e espremé-los juntos numa prensa, seja por meio
de um parafuso de rosca ou um pedaco de madeira que funcionava como uma
alavanca quando empurrada contra a estrutura de madeira (GOWER, 2012).

Outra alternativa era colocar a polpa das azeitonas em sacos de tecido
gue posteriormente seriam pisados; no entanto, devido a polpa ser dura, pouco
Oleo era extraido. O azeite saia através do tecido e era colocado em frascos
até o sedimento decantar, efetuando entdo a separacdo. A colheita de uma
arvore rendia cerca de 20 galdes de 6leo (GOWER, 2012).

Atualmente, existem dois métodos de extracdo distintos: o método
tradicional utilizando prensa hidraulica, usado durante séculos; e o método de
centrifugagdo com extragdo continua, que a industria oleicola adotou nas
ultimas décadas (BOLANOS et al., 2006).

No método tradicional a extracdo do azeite comeca pela moagem das
azeitonas (com caro¢o) em moinhos de pedra. Este moinho é formado por
pedras de granito coOnicas que se movimentam sobre as azeitonas,
promovendo o esmagamento e liberacdo do azeite do interior dos vacuolos. No
préprio moinho ocorre a etapa de malaxagem, que promove a unido das
pequenas gotas de azeite, dispersas na pasta de azeitona, formando gotas
maiores, melhorando assim o rendimento de extracdo. A etapa de separacéo
da fracdo sodlida e liquida ocorre através de prensagem em um sistema
descontinuo de prensas hidraulicas, onde a massa € adicionada a discos
vazados, por onde o azeite é liberado, e a fracdo liquida € recolhida em um
tanque de decantacdo (DI GIOVACCHINO, 2000; APARICIO e HARWOOD
2003; PETRAKIS, 2006). O processo de prensagem € demorado e ocorre de
forma descontinua, além disto, durante o processo ocorre a deposicdo de

massa de azeitona nas entranhas dos discos de prensagem, a qual é dificil de
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ser removida mesmo com intensas lavagens, resultando na ocorréncia de
processos fermentativos e reduzindo a qualidade do azeite produzido.

A partir do método de centrifugagdo derivam dois sistemas distintos: o
sistema de trés fases e o sistema de duas fases. O sistema de centrifugacéo
de trés fases surgiu em substituicdo da classica prensa hidraulica na década de
setenta, e o sistema de extracdo de duas fases surgiu na década de noventa
(BORJA et al., 2002).

No processo de extracdo por centrifugacdo a moagem das azeitonas
ocorre em moinho de martelo, com posterior malaxagem, a qual é de extrema
importancia, uma vez que o moinho de martelos reduz o tamanho das gotas de
azeite e dispersa as gotas em uma pasta emulsionada. A etapa de malaxacéo
promove a quebra da emulsdo fazendo com que haja a agregacdo das
microgotas de azeite.

Em sistema continuo de trés fases s@o adicionados cerca de 50 a 100%
de agua a pasta de azeitona batida, de acordo com a relacdo de umidade
inicial e umidade de trabalho. A pasta batida € conduzida a uma centrifuga
decantadora horizontal para a separacdo do bagaco e da fracdo liquida
constituida pelo azeite e agua ruca (residuo resultante da adicdo de agua na
etapa de malaxacdo e da &gua oriunda da prépria azeitona). Apds, a fracao
liquida é centrifugada em centrifuga vertical de pratos, onde a agua ruca e o
azeite sdo separados. A introducédo do sistema de centrifugacao de trés fases
levou a um significativo progresso no processo de extracdo de azeite e a uma
importante modificacdo no conceito dos subprodutos obtidos, tanto em
guantidade e caracteristicas quanto no seu posterior aproveitamento (GOMEZ
et al., 2010). A principal vantagem deste sistema € o aumento da produtividade,
uma vez que o processo de extracao € continuo, e ndo ha necessidade de
transferir a pasta para os decantadores, o que reduz o custo de producao e
permite uma completa automatizacéo do processo.

O sistema de centrifugacdo continua de duas fases surgiu com o
principal objetivo de eliminacdo de dguas rugas geradas durante a extracao do
azeite, 0 que se conseguiu com a introducdo de centrifugas que, sem
necessidade de adicdo de agua, separam o azeite dos demais residuos
(ALBUQUERQUE et al., 2006). No sistema continuo de duas fases €

permitida a adicdo de talco, que é um material organico inerte adicionado na
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etapa de malaxagem, com o objetivo de facilitar a quebra da emulsédo e a
extracdo. Ap0s a malaxagem a pasta é colocada na centrifuga decantadora
para separar o bagaco da fracdo liquida, que posteriormente, é centrifugada
em centrifuga vertical, com finalidade de promover separacao efetiva do azeite
e da agua vegetativa (oriunda da azeitona). Na Figura 1 sdo apresentados 0s

trés processos de extracdo de azeite.

Pesagem - Lavagem

!

Armazenamento
Azeite o Prensagem — Moenda A
eite
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Termobatedura = fases)

¢ & l H.0 ¢

Bagaco i 4
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Extracao (3
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2B

Azeite Bagaco  H0 russa

Figura 1 - Fluxograma da producdo de azeite através dos diferentes tipos de extracdo.

3.3 Residuos gerados durante o processamento do azeite de oliva

De acordo com Centre D’Initiative Pour la Production Prope- CIPP
(2000), a partir de 100 kg de azeitona séo produzidos cerca de 20 kg de azeite.
Estas propor¢cdes podem variar segundo o sistema de extragdo utilizado. As
caracteristicas fisico-quimicas dos residuos da extracdo do azeite variam de
acordo com o meétodo de extracdo, do seu tratamento subsequente, da
variedade da oliva e das condicdbes ambientais (VERA et al., 2009). Esses

residuos constituem uma mistura composta de alto percentual de agua,
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compostos organicos como azeite residual, fibras, acucares, compostos
fendlicos, compostos nitrogenados, acidos volateis, tocoferois, pigmentos e de
compostos inorganicos (LAFKA et al., 2011).

3.3.1 Residuos gerados durante a extracdo descontinua em sistemas de
prensas

Neste processo de extracdo sdo gerados o bagaco e a 4gua ruca. O
bagaco é obtido dos capachos apds a prensagem, sendo constituido pela
casca, caroco e polpa da azeitona, bem como pelo material lipidico residual (8
a 10%), o qual pode ser extraido através de lavagem com solventes. O bagaco
restante, depois de seco, pode ser queimado para a geracdo de energia ou
para o aquecimento da agua da termobatedeira.

A agua ruca € resultante da separacdo por decantacdo, a qual é
normalmente adicionada a agua de lavagem da azeitona. O valor econdémico
deste residuo é praticamente nulo, tornando-se um problema ambiental a ser
resolvido pelos lagareiros. Em média, o processamento de azeitona gera entre
0,5 m® a 0,8 m® de agua ruca por 1000 kg de azeitona processada (PAIXAO et
al., 1999; VITOLO et al., 1999). As caracteristicas fisico-quimicas destas aguas
sao dependentes de fatores como: variedade de azeitona, tipo de solo, sistema
de cultivo, grau de maturacdo do fruto, tempo de armazenamento do fruto e

principalmente pelo sistema de extracao utilizado (FIORENTINO et al., 2003).

3.3.2 Residuos gerados durante a extragdo continua de trés fases

O bagaco formado no sistema continuo de trés fases é constituido pela
polpa, casca e caroco do fruto, contendo 25 a 50% de umidade e de 5 a 7% de
azeite. Depois de secar o bagaco pode-se extrair o Oleo residual, e utilizar
como combustivel (ARJONA et al., 1999). Quando ocorre separagéo do caroco,
a eficiéncia da extracdo aumenta, o que permite destinar o caro¢co para a
alimentacdo animal, como coadjuvante organico na compostagem, ou na
producéo de carvao ativado e furfural (RAMOS-SURIA, 1986).

A composicdo das aguas rucas geradas no sistema continuo de trés
fases, assim como a obtida por prensagem, € muito variavel. De uma forma
genérica, as aguas rucas produzidas neste sistema sdo maioritariamente

constituidas por agua (83 a 94%), matéria organica (4 a 16%) e sais minerais
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(0,4 a 2,5%) (RAMOS-CORMENZANA, 1996). As principais caracteristicas
deste efluente estdo relacionadas ao seu carater poluente, pois exibe elevada
carga organica, bem como presenca de compostos fendlicos, os quais sdo
responsaveis pela coloracéo e pelas propriedades antimicrobianas e fitotoxicas
(CAPASSO et al., 1995; PAIXAO et al., 1999; CASA et al., 2003). No sistema
continuo de extracdo sdo adicionados entre 500 até 2000 L de agua por
tonelada de azeitona na etapa de malaxagem (SCIOLI e VOLLARO, 1997; DE
MARCO et al., 2007), que juntamente com a agua oriunda das azeitonas,

formam volumes de aguas rucas que variam de 1,1 m®a 1,4 m>,

3.3.3 Residuos gerados durante a extragdo continua de duas fases

A consisténcia do bagaco gerado no sistema continuo de duas fases se
assemelha com uma lama espessa, contendo até 80% de tegumento de
azeitona, incluindo a casca, polpa (30-35%) e caroco (30-35%). O bagaco da
azeitona produzido neste sistema é considerando um poluente relevante devido
a presenca de uma grande quantidade de substancias organicas, Oleo,
polifenois, proteinas e polissacarideos (RAUTER et al., 2010, ALUDATT et al.,
2010). Neste bagaco, de forma genérica, o mineral presente em maior
quantidade €é o potassio, seguido do ferro, cobre e metais pesados
(INAREJOS-GARCIA e FREPAGNE, 2011). Este bagaco, ao contrario do
azeite, apresenta a clorofila e seus derivados como o pigmento majoritario,
além das antocianinas, as quais se acumulam em maiores quantidades em
azeitonas de cor roxo-escuro.

Este bagaco podera ser seco e utilizado na geracao de energia elétrica,
no entanto, devido a elevada umidade, had necessidade de alta energia
aplicada, o que propicia a formacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
além de alto custo. Além disso, a presenca de acucares dissolvidos torna este
bagaco pegajoso e de dificil secagem.

A producédo de residuos é inerente a qualquer industria processadora de
azeite de oliva; o tratamento e a eliminacdo de residuos gerados na producdo
do azeite sé&o considerados um problema ambiental nos paises do
Mediterraneo, devido a maior produtividade. Embora no Brasil a producdo de

azeite ndo seja tdo elevada, como nos restantes paises da orla mediterranica,
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a poluicdo causada pela producdo das aguas rucas e dos bagacos assume
relevancia acrescida no impacto que exerce no meio ambiente.

Para contornar este problema ambiental relacionado aos residuos
gerados na producdo de azeite de oliva € necessario estudar formas de
viabilizar sua utilizacdo, pois as alternativas tradicionais de valorizacdo dos
residuos obtidos durante a extracdo de azeite, ainda ndo demonstram
eficiéncia ou acarretam em altos custos para a empresa (DUARTE et al., 2017).
Como estes residuos apresentam potencial para agregacdo de valor

econdmico, ndo podem ser considerados como desperdicios.

3.4 Métodos de extracdo de compostos fendlicos

Ha alguns anos tém-se pesquisado a extracdo de compostos bioativos a
partir de materiais vegetais, existem inumeros estudos acerca do assunto,
sendo as técnicas de extracdo variadas, desde extracbes com liquido
pressurizado (MACHADO et al.,, 2015; PLAZA e TURNER, 2015), fluidos
supercriticos (SILVA et al., 2016; BASA'AR et al., 2017), ultrassom (REZENDE
et al., 2017), entre outros. Apesar destes métodos serem descritos como sendo
menos poluentes comparados aos que utilizam solventes organicos, tornam-se
muito dispendiosos devido aos equipamentos requeridos, assim, € necessario
otimizar 0os processos extrativos para maior extracdo dos compostos alvo. As
extracdes liquido-liquido e solido-liquido sdo comumente realizadas, utilizando
solventes de caracteristica polar, como &agua, alcoois (metanol e etanol),
acetona e combinacéao de diferentes solventes (KHODDAMI, 2013).

A eficiéncia da extracdo € influenciada por fatores como o método de
extracdo utilizado, a natureza quimica da planta, tempo de extracéo,
temperatura, numero de extragbes utilizadas, tamanho das particulas,
propor¢éo entre solvente e amostra, condicdes de armazenamento e presenca
de substancias interferentes.

O solvente a ser utilizado na extracdo deve estar de acordo com a
polaridade do analito, também devem ser considerados a transferéncia de
massa, seguranca ambiental, utilizacdo de co-solvente, toxicidade para
humanos e viabilidade financeira na selecdo do solvente de extracdo dos
compostos fenolicos (COWAN, 1999). Os solventes comumente utilizados para

extracdo de substéncias fendlicas sdo metanol e misturas de metanol/agua
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(TSAO, 2010; NOUR et al., 2014). Outros solventes tais como acetona, acetato
de etila e misturas de solventes também tém sido utilizados, mas geralmente
promovem baixo rendimento, a adicdo de agua ao solvente contribui para criar
um meio moderadamente polar, favorecendo a extracdo de polifenois
(LAPORNIK et al., 2005; LIYANA-PATHIRANA et al., 2005).

A presenca de um acido no solvente de extracdo facilita a degradagéo
do material vegetal e aumenta a taxa de extragdo de polifenois da matriz. Além
do mais, a acidez do solvente de extracdo também pode afetar a composicao
quimica dos extratos (VIZZOTO e PEREIRA, 2011). De acordo com a literatura,
concentracdes (1-2 mol.L™) de &cidos minerais causam hidrélises de
flavonoides glicosideos, enquanto alguns compostos fendlicos labeis presentes
no mesmo material podem ser degradados sob tais condicbes severas
(HAKKINEN et al., 1998).

Em amostras sélidas, a primeira etapa a ser realizada € a transferéncia
do analito para a fase liquida que € o solvente extrator (CASTRO e CAPOTE,
2010), este processo € uma das metodologias mais antigas utilizadas no
preparo de amostras, e € denominado extracdo solido-liquido ou lixiviacdo
(GARCIA-AYUSO, 1998; MILIC et al., 2013). Como exemplo de extracdo
sélido-liquido, tem-se a maceracdo, largamente utilizada na obtencdo de
compostos fendlicos a partir de vegetais, em que € empregado calor e
ou/agitacdo, de modo a acelerar a dissolu¢do dos analitos no solvente extrator.

Temperaturas elevadas aumentam a eficiéncia da extracdo, uma vez
que as paredes celulares sado permeabilizadas, com aumento dos coeficientes
de solubilidade e difusdo dos compostos a serem extraidos e diminuicdo da
viscosidade dos solventes, facilitando a passagem do solvente pela massa do
substrato so6lido e o processo subsequente de separacdo (filtracdo ou
sedimentacdo). O tempo de extracdo é outro fator importante, quando a
extracdo € conduzida por curtos periodos, esta pode ter eficiéncia reduzida, de
forma que ndo ha completa transferéncia dos solutos para a fase organica, no
caso de longos periodos de extragdo pode ocorrer oxidacao dos analitos.

O numero de etapas de extracdo também exerce influéncia, quando se
emprega um maior numero de extracdes a eficiéncia € aumentada,
rendimentos quantitativos sdo obtidos somente quando 3 a 5 extracbes

sequenciais da amostra original sdo realizadas. De forma geral, a taxa de



26

extracdo aumenta com a diminuicdo do tamanho da particula da matriz solida,
devido ao aumento da area disponivel para transferéncia de massa (PEREIRA
e MEIRELES, 2010). Quanto menor a proporcao entre a amostra e 0 solvente
maior a transferéncia de massa entre ambos.

Os compostos fendlicos, para além de ser utilizados como suplementos
alimentares ou alimentos funcionais, na prevenc¢do de inUmeras doencas, a sua
valorizagcédo garante a sustentabilidade ambiental (ALIAKBARIAN et al., 2015).
Perante isto, existe uma grande necessidade de otimizar a técnica de extracao

para se obter os melhores rendimentos durante as extragoes.

3.5 Compostos fendlicos no bagaco de azeitonas gerados a partir do
processamento do azeite

O fruto da azeitona quando ainda imaturo possui composi¢cado fendlica
formada majoritariamente de oleuropeina, verbascosideo e ligstrosideo.
Durante a maturacdo do fruto € formado o hidroxitirosol (HT) e demais
compostos fendlicos, como o tirosol, &cido cafeico, acido p-cumérico, &cido
vanilico e o alcool homovanilico (KOUNTOURI et al., 2007). Na producéo do
azeite, durante o esmagamento dos frutos, ocorre a mistura do conteudo
celular, de modo que a atividade de enzimas como a- glicosidase e esterase,
polifenol oxidase, peroxidase e a lipoxigenase, promovam uma cadeia de
reacOes que ocasionam alteracfes na estrutura molecular da oleuropeina e do
listrosideo, sendo originados os secoiridéides agliconas (INAREJOS-GARCIA e
FREGAPANE, 2011). Neste momento sédo formados os compostos HT e seus
derivados, e o tirosol e seus derivados. Quanto mais prolongado for o tempo de
malaxac¢éo, pode ocorrer pequena reducao nos derivados da oleuropeina.

Durante a etapa de decantacdo do azeite os compostos fendlicos sédo
distribuidos nas fases de acordo com sua afinidade quimica, e portanto, a
maior parte dos compostos permanecem retidos no bagaco. O volume de agua
adicionada no processo extrativo influencia na concentracdo dos compostos
fendlicos no bagaco, sendo que maiores volumes de agua favorecem a
separacéo dos polifenois do azeite (GOMEZ-GONZALEZ et al., 2010).

Os fatores agrondmicos exercem influéncia no perfil fendlico das
azeitonas, e consequentemente do azeite e do bagaco; em caso de estresse

hidrico, ocorre maior concentracdo desses compostos (BAKHOUCHE et al.,
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2013; GOUVINHAS et al., 2015). Os compostos mais afetados pela falta de
irrigacdo sdo derivados de secoiriddide da oleuropeina e do ligstrosideo.

O bagaco obtido do processamento da extracdo de azeite possui cerca
de 98% do total do conteudo fendlico das azeitonas inteiras, sendo que os 2%
migram para o azeite (ALUDATT et al., 2010). Assim, a quantidade de
antioxidantes em residuos da extracdo superam o conteldo encontrado no
azeite de oliva (SANCHEZ DE MEDINA, PRIEGO-CAPOTE e LUQUE DE
CASTRO, 2012), e sua recuperacao pode ter potenciais usos, ndo apenas na
industria de alimentos, mas também, por exemplo, em areas farmacéuticas.

A maioria dos compostos fendlicos presentes no bagaco da extracdo de
azeite se encontram na forma livre, representando 75% a 90% do conteudo
total, e o restante (10%-25%) se apresenta na forma ligada (ALUDATT et al.,
2010). Dentre os compostos fendlicos presentes no bagaco de azeite, sao
citados: secoiridéides, &lcoois fendlicos, acidos fendlicos e flavonoides
(ZBAKHA e EL ABBASSI, 2012; ARAUJO et al., 2015; LEOUIFOUDI et al.,
2015). Os compostos fendlicos reportados como majoritarios no bagaco da
extracdo de azeite sdo o hidroxitirosol, oleuropeina, tirosol, acido cafeico, acido
p-cumarico e &cido vanilico; além de flavonoides em menores concentractes
(GARCIA-VILLALBA et al., 2010; ARAUJO et al., 2015; LEOUIFOUDI et al.,
2015).

Os compostos fendlicos classificados como secoiriddides resultam do
metabolismo secundario dos monoterpenos, e estdo presentes apenas nas
plantas da familia das Oleaceae. A oleuropeina (Figura 2) € um secoiridéide de
gosto amargo, este composto foi isolado pela primeira vez em azeitonas por
Bourquelot e Vintilesco em 1908. A oleuropeina consiste em um éster
heterosidico do acido elenoico e dihidroxietanol, solivel em &gua e alcool e
insoltivel em éter, com peso molecular de 540,514 g.mol™.
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Figura 2 - Estrutura quimica da oleuropeina.
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O alcool fendlico majoritario presente no bagaco € o HT (Figura 3), e em
baixas concentra¢des, encontra-se o tirosol (Figura 4) (GONZALEZ-CORREA
et al.,, 2010). O HT apresenta carater anfipatico, com peso molecular de
154,16 g/mol™* e uma estrutura de feniletil-alcool, sendo também denominado
de 3,4-di-hidroxifeniletanol pela IUPAC. O HT pode estar presente como um
fenol simples ou esterificado com &cido elenoico, formando oleuropeina e sua
forma aglicona (AMIOT et al., 1986; SERVILI et al., 1999); mas também pode
estar presente como parte da molécula de verbascosideo, e em varias formas
glicosidicas, dependendo do grupo hidroxila ao qual o glicosideo esta ligado
(BIANCO et al., 1998; RYAN et al., 2001).

OH

HO
OH

Figura 3 - Estrutura do hidroxitirosol.

o
HO

Figura 4 - Estrutura do tirosol.

A formacéo de HT ocorre a partir da acado de B-glicosidases enddgenas
sobre a molécula de oleuropeina durante o amadurecimento e processamento
da azeitona (BOSKOU, 2008). De acordo com a Figura 5, se a oleuropeina
sofrer uma quebra da ligacdo éster dard origem a hidroxitirosol e acido
elendico, enquanto que, se houver uma quebra da ligacao glicosidica, formar-
se-ao oleuropeina aglicona e glicose (CHAROENPRSERT e MITCHELL, 2012).
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Figura 5 - Transformacéo quimica da oleuropeina.

3.6 Efeitos bioldgicos e antimicrobianos do bagaco de azeitonas gerados
a partir do processamento do azeite

Os compostos fendlicos caracteristicos do bagaco de azeite
apresentaram efeito neuroprotetor, atuando na melhoria da permeabilidade da
barreira hematoencefalica e edema cerebral em ratos (MOHAGHEGI et al.,
2011), possuem atividade anti-hipertensiva (SUSALIT et al.,, 2011), acéo
protetora contra esteatose hepética em ratos (PARK et al., 2011), capacidade
preventiva de oxidacdo de LDL no atraso do desenvolvimento de placas
ateroscleréticas em modelos animais (GONZALEZ-SANTIAGO et al., 2010;
OMAR, 2010), sugerindo a eficacia destes compostos no tratamento e
prevencao da aterosclerose. Além disso, um estudo indica que estes polifendis
exercem efeitos criticos na formacdo e manutencdo dos 0ssos e podem ser
utiizados como medicamentos efetivos no tratamento de sintomas de
osteoporose (HAGIWARA et al., 2011).

Outra pesquisa demonstrou através de exame microscépico de tecidos
renais e hepaticos de ratos tratados com compostos fendélicos de bagaco de
azeite na concentracdo de 1200 ppm apresentou 0 mesmo carater histologico
do que os ratos de controle, enquanto a administracdo de BHT (200 ppm) e
outros compostos fendlicos (1600 ppm) induziu a danos severos aos tecidos de
rim e figado de rato (FARAG et al., 2003 ). Esses achados demonstram que 0s
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compostos fendlicos do bagaco de azeite sdo seguros e nao apresentam
efeitos indesejaveis em comparagdo com os antioxidantes sintéticos.

O HT foi aceito pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
(EFSA) como protetor de lipidios no sangue contra danos oxidativos (VISIOLI,
2012), sendo reconhecido como alimento funcional, sendo indicado o consumo
de 5 mg de HT e seus derivados (por exemplo, complexo oleuropeina e tirosol).
Essas quantidades podem ser facilmente consumidas no contexto de uma dieta
equilibrada (painel EFSA sobre Nutricdo e Alergias de Produtos Dietéticos
2011).

O HT apresentou atividade antioxidante (COVAS et al., 2015; PEREZ-
BONILLA et al., 2014; FABIANI, 2016; LOPEZ DE LAS HAZAS et al., 2017),
capacidade de inibir a oxidacao lipidica em matrizes de alimentos durante o
armazenamento e refrigeracdo (COFRADES et al, 2011), em nivel
extracelular, HT e derivados demonstraram capacidade de eliminacdo de ROS
em células da pele, bloqueando os efeitos nocivos (ZWANE et al., 2012;
FABIANI, 2016; LOPEZ DE LAS HAZAS et al., 2017). O HT também possui
atividades como: capacidade de eliminacdo de ROS intracelular,
particularmente com moléculas de radicais livres, como superéxido, peréxido
de hidrogénio e &cido hipocloroso, além de atuar como um quelante de metais
(GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2012; GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2014),
atividade antiaterogénica (BERNINI et al., 2013; GRANADOS-PRINCIPAL et
al., 2014; RODRIGUEZ-MORATO et al.,, 2015), anti-plaquetaria e anti-
inflamatéria (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010).

Além disso, o HT apresentou efeito contra a fibrose pulmonar em um
modelo induzido em ratos (LIU et al., 2015). E notavel que o HT tem
capacidade de induzir enzimas que poderiam melhorar alguns distlrbios
neurodegenerativos como a doenga de Parkinson (DEXTER e JENNER, 2013).
A oleuropeina e hidroxitirosol demonstraram atividade antiangiogénica
(SCODITTI et al.,, 2012), inibindo a criagdo de uma rede de interacao
circundante que fornece o microambiente necesséario para a crescimento de
células tumorais malignas, migracdo e invasdo (BARBARO et al., 2014). Além
disso, o HT e a oleuropeina foram reportados com atividade inibitoria do inicio
do processo de cancer e sua progressdo em diferentes estagios, protegendo

contra o dano oxidativo do DNA, modulagéo da biossintese dos promotores de
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cancer, modulacdo de genes envolvidos na proliferacdo celular e efeitos
imunomoduladores (ESCRICH et al., 2007). Sendo que o principal efeito
protetor contra o cancer € devido a capacidade de diminuir o estresse oxidativo
nas células (BARBARO et al., 2014). O HT diminuiu o volume e o crescimento
de tumor e a proliferacdo celular em ratos com tumores mamarios
(GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2011). Outros estudos demonstraram que
tanto a HT como os seus derivados podem exercer efeitos protetores contra
multiplos tipos de cancer, tais como pancreas, cavidade oral, es6fago, célon,
préstata ou pulméo (RAFEHI et al., 2012; VILAPLANA-PEREZ, et al., 2014).

O comportamento antibacteriano de residuos de azeite no solo
impulsionou pesquisas referentes ao potencial antibacteriano de seus principais
compostos fendlicos frente a bactérias de ocorréncia em alimentos, afim de
averiguar a possibilidade de reaproveitamento através da aplicacdo em
produtos e embalagens alimenticios. A primeira pesquisa a relatar a
oleuropeina como potencial agente antimicrobiano foi desenvolvida por Fleming
e Etchells (1967), a qual mostrou que a oleuropeina aglicona (150 ug/mL™)
apresentou efeito inibitério contra uma variedade de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas em ensaio de disco difuséo. Posteriormente, o primeiro relato
da possivel aplicacdo de oleuropeina como aditivo alimentar foi realizado por
Tassou e Nychas (1994). De acordo com Serra (2008), a oleuropeina
apresentou atividade antibacteriana no ensaio de microdiluicdo em caldo, no
tempo de 24 h de tratamento, houve inibicdo de Escherichia coli, nas
concentracdes de 500 e 700 mg/mL™, acima de 500 mg/mL™, a oleuropeina
promoveu inibicdo total do crescimento de Bacillus cereus. Belagziz et al.
(2017) testaram a atividade antibacteriana da oleuropeina contra
Staphylococcus aureus pelo método de microdiluicdo em caldo e obtiveram
concentracao inibitéria minima de 62,5mg/mL™.

Tafesh et al. (2011) demonstraram que o HT inibiu o crescimento de S.
aureus, E. coli e Klebsiella pneumoniae em um ensaio de microdiluicdo de
caldo na concentracdo de 400 pg/mL™. Medina-Martinez et al. (2016)
constataram que o HT apresentou concentracdo inibitéria minima de

Pediococcus acidilactici.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencao das amostras

As amostras de bagaco resultante da extracdo do azeite pelo método de duas
fases foram fornecidas por uma propriedade produtora de oliveira, localizada
na cidade de Pinheiro Machado - RS (Latitude: 31° 34' 42" S Longitude: 53° 22"
52" W). A cultivar utilizada no processamento foi a Arbequina, considerada uma
das cultivares de melhor adaptacdo no estado, obtida no periodo de marco de
2017, correspondente a época de colheita e processamento dos frutos. O
bagaco foi acondicionado em caixa térmica e conduzido ao laboratério de
Cromatografia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, onde

foi armazenado em ultrafreezer (-80°C) até o momento da liofilizacéo.

4.2 Preparo da amostra
O bagaco foi seco em liofilizador TELABE — J.D.F. LF.10/BFC e posteriormente
processado em moinho de bolas até obtencdo de um pé fino e homogéneo,

apos, este foi novamente liofilizado para remocao da umidade residual.

4.3 Preparo dos extratos fendlicos

O preparo dos extratos fendlicos do bagaco foi realizado segundo a
metodologia descrita por Swain e Hillis (1959), com adaptacbes. Foram
pesadas 0,7 g de amostra liofilizada em tubo de centrifuga, efetuada a lavagem
com 10 mL de hexano, a qual foi repetida trés vezes para remoc¢ao do azeite
residual, apés a amostra foi mantida por duas horas a temperatura ambiente
para ocorrer a evaporacao. Posteriormente, a pesagem foi ajustada para 0,5 g
de amostra, onde foram adicionados 5 mL de solvente (metanol e agua) nas
diferentes concentracdes. Apds, as amostras foram submetidas a maceracao
com agitacdo em banho-maria nos respectivos tempos e temperaturas de
extracdo. Decorridos os tempos de extracdo, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 7.000xg, e os sobrenadantes filtrados em papel filtro
Whatman n°4 e avolumados em 20 mL com o0s respectivos solventes. Os
extratos foram armazenados em frascos ambar a temperatura de -80 °C até o

momento das analises.



33

4.4 Delineamento Experimental

O delineamento experimental (Tabela 1 e 2) consistiu no experimento | e Il, em
que o primeiro teve como objetivo otimizar a extracdo dos compostos fendlicos
e verificar a influéncia das variaveis na atividade antioxidante, e o segundo
avaliar o potencial biolégico dos dois extratos com maior concentracdo de

compostos fendlicos.

Experimento |
Foi realizado um delineamento composto central (DCC), frente as variaveis

dependentes (contetdo fendlico total (CTF) e atividade antioxidante (AA)),
incluindo 3 pontos centrais, totalizando 22 ensaios (Tabela 1). A utilizacdo dos
pontos centrais permite estimar o erro experimental e testar a adequabilidade
do modelo de primeira ordem.

Tabela 1 - Niveis e variaveis independentes analisadas

Ensaios X1 Xz X3 Concentragdo Temperatura Tempo
de solvente
1 -1 -1 -1 40% 45 °C 60
2 +1 -1 -1 80% 45 °C 60
3 -1 +1 -1 40% 70°C 60
4 +1 +1 -1 80% 70°C 60
5 -1 -1 +1 40% 45 °C 180
6 +1 -1 +1 80% 45 °C 180
7 -1 +1 +1 40% 70°C 180
8 +1 +1 +1 80% 70°C 180
9 0 0 0 60% 57,5°C 120
10 0 0 0 60% 57,5°C 120

11 0 0 0 60% 57,5°C 120
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Experimento Il

No experimento dois foi aplicado um delineamento composto pelas variaveis
independentes e dependentes totalizando 30 determinagfes (2 extratos x 5

analises x 3 triplicatas), o qual € apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Variaveis dependentes e independentes do experimento 2

Variaveis Dependentes Variaveis Independentes

Viabilidade Celular (MTT)

2 Extratos Proliferacao Celular (Sulforodamina
B)
Atividade Antimicrobiana (Disco
Difuséo, CIM e CBM)

4.5 Analises

4.5.1 Determinacao de compostos fendlicos

A andlise de compostos fendlicos foi realizada seguindo o método de Swain e
Hillis (1959), com adaptac¢des. Adicionou-se 250 pyL de extrato, 4000 uyL de
agua, 250 pL do reagente Folin-Ciocalteu (0,25 mol.L™) em tubo de centrifuga
e deixou-se reagir por 3 minutos. Posteriormente foi adicionado 500 pL de
carbonato de sédio 1,0 mol.L™. Apés 2 horas de reacdo realizou-se a leitura em
espectrofotometro (Jenway 6705 UV/VIS) no comprimento de onda de 725 nm.
Para a quantificagéo, foi construida uma curva de concentracdo de padréo de
acido gélico, com leitura de absorbancia a 725 nm. Os resultados foram

expressos em miligramas de acido galico por kg de amostra.

4.5.2 Atividade antioxidante

A fim de verificar a capacidade dos compostos presentes nos extratos
metandlicos de doarem elétrons, foi utilizado o ensaio de atividade antioxidante
através da capacidade redutora de ferro (FRAP). A analise foi conduzida de

acordo com o método descrito por Silva (2013), com poucas modificagdes.
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Primeiramente foi preparada uma solucdo complexante de Fe** (reagente
FRAP) na proporgcdo 1:1:10, misturando-se 2500 uyL de solucdo de TPTZ
(2,4,6- tripiridil-1,3,5-triazina) 10 mM e 2500 yL de solug&o de cloreto férrico 20
mM em 25,0 mL de solucdo tampéo de acetato de sédio 0,25 M, (pH = 3,5).
Foram misturados 100 pL da amostra na concentracdo de 25 mg.mL™ em 300
uL de &gua mili-Q, e em seguida foi adicionado 3000 yL do reagente FRAP.
Apés a reacao foi conduzida sob aguecimento em temperatura de 37 °C por 30
minutos, e a reducdo do complexo de Fe® para Fe?" foi obtida através da
leitura da absorbancia no comprimento de onda a 595 nm (Jenway 6705
UV/VIS). Para a quantificagcdo, foi construida curva de concentracdo de padrao
de trolox, com leitura de absorbancia a 595 nm. Os resultados foram expressos

em miligramas por kg de amostra.

4.5.3 Ensaios Antitumorais

4.5.3.1 Linhagens celulares e cultivo celular

4.5.3.2 Cultura de glioma de rato

A linhagem de células de glioma de rato C6 foi obtida a partir da ATCC
(American Type Cell Collection; Rockville, Maryland, USA). Células de 10-20
passagens foram cultivadas em frascos de cultura e mantidas em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), pH 7,4, contendo 1% de DMEM (Gibco
BRL), 84 mM de HEPES, NaHCO; 23,8 mM, 0,1% de fungizona,
penicilina/estreptomicina a 0,5 U/mL e suplementado com 5% (v/v) de FBS
(Fetal Bovine Serum). As células foram mantidas a 37 °C, com umidade relativa

minima de 95%, e atmosfera de 5% de CO,.

4.5.3.3 Cultura de Astracitos

A cultura de astrdcitos foi preparada a partir de cortex de ratos Wistar recém-
nascidos (1-2 dias de idade), os quais foram removidos e dissociados
mecanicamente em uma solucéo salina equilibrada livre de Ca*? e Mg*? (CMF),
com pH 7,4, (NaCl 137 mM, KCI 5,36 mM, Na;HPO,4 0,27 mM, KH,PO,4 1,1 mM,
e glicose 6.1 mM). Apos a centrifugacdo a 1000xg, durante 10 minutos, o
pelete foi suspenso em DMEM suplementado com FBS a 10%. As células (5 x
10%) foram semeadas em placas revestidas por poli-L-lisina de 96 pocos

multiplos. As culturas foram mantidas em crescimento até a confluéncia por 20-
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25 dias. O meio foi substituido a cada 4 dias. Todos os procedimentos
utilizados no presente estudo seguiram os "Principios de Animal Care
Laboratory" dos Institutos Nacionais de Saude, e foram aprovados pelo Comité
de Etica da UFPel (protocolo nimero 10321).

4.5.3.4 Teste de viabilidade celular pelo método de MTT

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo de MTT, em que 0s extratos
foram rotaevaporados a pressao reduzida para a remocao do solvente, e a
seguir foram liofilizados. Apos, os extratos foram pesados, para o célculo do
rendimento. O extrato liofilizado foi ressuspendido em agua ultrapura nas
concentracdes de 25, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg.mL™. Apds 24 horas as
células de glioma e astrdcitos foram tratadas com os extratos nas respectivas
concentragdes a 37 °C em 5% de CO, em 48 e 72 horas. O meio foi removido e
50 pL do corante MTT foram adicionados aos pocos. O controle utilizado foi
dimetilsulféxido (DMSO) 0,1% na auséncia dos extratos. As placas foram
incubadas a 37 °C com 5% de CO, durante 2 horas. Posteriormente, a solucéo
de MTT foi removida e os cristais de formazan violeta foram solubilizados em
100 pL de DMSO. A absorbancia foi medida utilizando um leitor de microplacas
(Spectra Max 190, Molecular Devices, EUA) a 490 nm. Todas as leituras foram
comparadas com o controle, o que representa 100% de viabilidade. A anélise
foi efetuada em triplicata. O resultado foi expresso em percentual de inibicéo
celular (%) de acordo com a absorbancia, obtendo-se o percentual de

viabilidade celular.

45.3.5 Teste de proliferacdo celular pelo método de Sulforodamina B
(SRF)

ApGs o término do tratamento, as células foram lavadas e tratadas com acido
tricloroacético a 50% v/v por 30 minutos e mantidos em geladeira para a
fixacdo. Decorrido esse tempo, o acido foi retirado e foram efetuadas 5
lavagens com agua para a retirada total do reagente. Apds, foi adicionada
solucdo de sulfarodamina B 0,4% v/v em acido acético por 15 minutos para
corar as proteinas. Em seguida, a solucao foi retirada e foram realizadas 5
lavagens dos pocos com acido acético a 1% v/v para promover a total retirada
do corante ndo complexado com as proteinas. Por fim, as placas foram

submetidas a uma solucdo de Tris a 10 mM e a leitura realizada em
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espectrofotometro (Spectra Max 190/ Molecular Devices) a um comprimento de
onda de 630 nm.

4.5.4 Ensaios Antimicrobianos

4.5.4.1 Preparacdao das culturas bacterianas

Para os ensaios antimicrobianos, foram obtidas do American Type Culture
Collection (ATCC) trés culturas de micro-organismos: Escherichia coli (ATCC
43895), Staphylococcus aureus (ATCC 10832) e Salmonella ssp (ATCC 7644).
A partir de uma cultura microbiana congelada, o isolado foi reativado pela
transferéncia de uma alcada desta cultura para Caldo BHI, o qual foi incubado
a 37 °C por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo uma alcada foi transferida e
estriada para a obtencéo de coldnias isoladas em placas de Agar Triptona de
Soja (TSA), as quais foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. A partir das
culturas crescidas em TSA foi retirada uma alcada e ressuspendida em solucao
salina (NaCl 0,85%) a qual foi padronizada na concentracdo 0,5 da escala de
McFarland (1,5x10® UFC/mL) através de comparacdo visual e diluicdo da

solucéo salina inoculada.

4.5.4.2 Atividade antibacteriana por disco difusao

Foi preparado um inéculo para cada micro-organismo em solucdo estéril de
NaCl 0,85% de acordo com a escala de Mc Farland (1,5 x108). Foram utilizados
discos de papéis com 6 mm de diametro embebidos com 20 pl dos extratos
sobre a placa de agar Miller Hinton e incubadas a 37 °C durante 24 horas.
Apés, foi observada a presenca de halos de inibicdo, os quais foram

determinados com o auxilio de um paquimetro.

4.5.4.3 Atividade antibacteriana por determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM)

Para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foram
adicionados em microplacas de 96 cavidades, caldo BHI, 20 uL dos in6culos
dos micro-organismos testados e subsequentes diluicdbes dos extratos
rotaevaporados e ressuspendidos em agua. Para os controles foram usados
caldo BHI, sendo adicionado extrato para controle negativo e indculo
bacteriano para controle positivo; além disso, foram realizados brancos para

cada concentracéo de extrato, sendo a microplaca incubada por 16-18 horas a



38

37 °C. A densidade optica a 630 nm (DO630) foi medida em O e 24 horas de
incubacéo, utilizando espectrofotometro (Spectra Max 190/Molecular Devices),
e a atividade antibacteriana foi avaliada como a diferenca entre a DO630 ao
final das 24 horas e do inicio do periodo de incubacao (0O horas). A CIM foi
determinada como a menor concentracdo de extrato capaz de restringir o

crescimento bacteriano.

4.5.4.4 Concentracdo bactericida minima

A partir do resultado da CIM foi realizada a determinacdo da concentracéo
bactericida minima (CBM), definida como a menor concentracdo de extrato do
capaz de inibir 99,9% do inéculo bacteriano. Foram retirados 15 pL dos pocos
das amostras que tiveram inibicdo e estriados em placas de Petri com agar
BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por 24 horas a 37 °C. Foi
considerada a minima concentracdo bactericida as placas em que ndo houve

crescimento bacteriano.

4.6 Analise Estatistica

O tratamento dos resultados obtidos no experimento | foi realizado com a
aplicacdo da ferramenta estatistica superficie de resposta através do software
Statistica 7.0. No experimento I, os resultados foram expressos como média e
analisados mediante ANOVA (One-Way), seguido de teste de Tukey utilizando
o software GraphPad Prism 5. Os resultados foram considerados como

significativos quando p<0,05.
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5 Resultados e discusséo
5.1 Planejamento Fatorial
5.1.1 Otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma ferramenta
estatistica utilizada para encontrar o melhor conjunto de variaveis
independentes ou fatores que produzem a resposta ideal. Em contraste com os
procedimentos tradicionais univariados, em que cada variavel é estudada
separadamente, os sistemas multivariados fornecem mais informacdes sobre
as variaveis e suas interacdes, por um namero reduzido de ensaios (CANDIOTI
et al.,, 2014). Neste estudo, a otimizacdo do processo de extracdo de CFT de
bagaco da extracdo de azeite foi estudada através do uso de planejamento
fatorial 23, tendo como variaveis independentes a concentracdo do solvente,
temperatura e tempo de extracao.

A realizagdo de repeticbes pode ser considerada um problema
principalmente pelo grande numero de experimentos que devem ser feitos para
cada variavel acrescentada. Para superar esse problema e obter boa
estimativa de erros, foram incluidos trés experimentos no centro do
planejamento (pontos centrais), onde os niveis médios de todas as variaveis
foram empregados. Assim, foi possivel avaliar a significancia dos efeitos e
verificar a falta de ajuste. Desta forma, o numero de repeticbes €
significativamente reduzido (TEOFILO e FERREIRA, 2006 Apud OLIVEIRA,
2009) e limita-se ao ponto central. Conforme ilustrado na Tabela 3, as
concentracdes de CFT variaram de 20886,2 a 23061,2 mg de &cido galico. kg™



Tabela 3 - Valores reais e codificados para a resposta concentracdo de compostos fendlicos
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Ensaio Concentracao T (°C) Tempo (min) Experimental (mg de Predito (mg de Desvios
(%) acido galico.kg™) acido galico.kg™)
1 -1(40) -1(45) -1(60) 21224,4 21051,6 0,81
2 +1(80) -1(45) -1(60) 212315 21158,6 0,34
3 -1(40) +1(70) -1(60) 20886,2 20918,2 -0,15
4 +1(80) +1(70) -1(60) 21088,9 20811,2 1,31
5 -1(40) -1(45) +1(180) 21652,4 21662,0 -0,04
6 +1(80) -1(45) +1(180) 22024,3 21769,0 1,15
7 -1(40) +1(70) +1(180) 23061,2 22865,9 0,84
8 +1(80) +1(70) +1(180) 22809,4 22758,9 0,22
9 0(60) 0(57,5) 0(120) 21330,0 21624,5 -1,38
10 0(60) 0(57,5) 0(120) 21263,9 21624,5 -1,69
11 0(60) 0(57,5) 0(120) 21296,9 21624,5 -1,53
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De acordo com a Tabela 3, a maior concentracdo de compostos
fendlicos foi obtida no ensaio 7 (23061,2 mg de &cido galico.kg™), no qual a
concentracdo de metanol foi de 40% (nivel -1), a temperatura de 70 °C (nivel
+1) e tempo de 180 minutos (nivel +1); seguido do ensaio 8, no qual foi obtida
a concentracdo de 22809,4 mg de &cido galico.kgl. O menor rendimento foi
obtido no ensaio 3 (20886,2 mg de &cido galico.kg™), no qual a concentracéo
estudada foi de 40% (-1), a temperatura de 70°C (+1) e o tempo de 60 minutos
(-1). Resultados semelhantes foram reportados em um estudo que avaliou a
eficacia do ultra-som na extracdo de CFT do bagaco de azeitona, sendo
encontrado 22020 mg de &cido gélico.kg™® (GOLDSMITH et al., 2018).

Foram determinados os efeitos das variaveis sobre o rendimento global
da extracdo (Tabela 4). Para isso, foram considerados modelos lineares com

intervalo de confianca de 95%.

Tabela 4 - Efeitos das variaveis frente a resposta CTF

Fator Efeito Valor de p
Média 21624,5 0,0000
Conc (%) 82,5 0,0717
Temperatura 428,3 0,0029
Tempo 1279,1 0,0003
Conc (%) x Temperatura -107,0 0,0445
Conc (%) x Tempo -22,4 0,4385
Temperatura x Tempo 668,7 0,0012

*significancia estatistica p<0,05; conc (%)= concentracdo %; Temperatura em °C; Tempo em

min.

De acordo com a Tabela 4, os resultados significativos podem ser
observados a partir do valor de p, em que todos os valores menores que 0,05
sdo significativos. O valor de p é a probabilidade de se observar um valor da
estatistica de teste maior ou igual ao encontrado (FERREIRA e PATINO,
2015). Este valor é utilizado para avaliar a significancia dos coeficientes, de
forma que, quanto menor for o valor de p, maior a significaAncia do coeficiente

de variagéo.
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Duas variaveis, das trés estudadas, exerceram efeito positivo e
significativo sobre a resposta CFT. Quando a temperatura foi elevada do nivel
-1 (45 °C), ao +1 (70 °C) ocorreu um aumento no efeito de 428,28 (Tabela 4).
Isso se justifica porque a temperatura elevada favorece o processo de
transferéncia de massa, levando a reducdo da viscosidade do solvente e
facilitando a penetracdo do solvente, aléem de favorecer a degradacao da matriz
e da estrutura celular, o que torna as células mais permeaveis (TABARAKI et
al., 2012; LIU et al.,, 2013). Além disso, ocorre o enfraquecimento das
interacOes entre compostos fendlicos e proteinas, e entre compostos fendlicos
e polissacarideos, aumentando assim a taxa de difusdo. Yuan et al., (2018)
observaram resultados semelhantes na otimizagdo de extracdo de compostos
fendlicos de residuos de aveld provenientes de Oregon, nos Estados Unidos
através de maceracao.

Quando o tempo de extracao foi aumentado do nivel -1 (60 min) para o
nivel +1 (180 min), também ocorreu aumento do efeito, sendo este de 1279,1.
Isso pode ser justificado pelo aumento do tempo de contato entre o solvente e
a amostra, o que propicia maior penetracdo do solvente e, consequentemente,
favorece a extracdo dos compostos fenodlicos. De acordo com Yingngam,
Supaka e Rungseevijitprapa (2015), tempos reduzidos de extracdo né&o
permitem a penetracdo eficiente do solvente no extrato, impedindo a extragéo
dos compostos de interesse. Alguns estudos corroboram com estas
constatacdes, pois foi observado aumento no teor de CFT pelo aumento do
tempo de extracdo (SUN et al., 2011; DENT et al., 2013; CHEN et al., 2018).

A interacdo entre a concentracdo de metanol e a temperatura
apresentou efeito negativo e significativo. Este comportamento pode estar
relacionado a reducdo da constante dielétrica da mistura da solucdo aquosa
com a elevagcdo da temperatura, fator que reduz a polaridade do solvente,
resultando em menor extracdo de compostos fendlicos (JOVANOVIC et al.,
2017 ; CHIANG et al., 2017). A interacdo entre concentragcédo e tempo nao foi
significativa , no entanto, interacdo entre a temperatura e o tempo de extragao
apresentou efeito positivo na extracdo dos compostos fendlicos. Com o
aumento do tempo de extracdo e 0 aquecimento da amostra, ocorreu 0

enfraguecimento da integridade da parede celular, promovendo maior extracao


http://www.sciencedirect.com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814617314401?via%3Dihub#b0050
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desses compostos, devido ao aumento da solubilidade com o solvente (LIU et
al., 2013).

A Equacao 1 apresenta o modelo codificado de primeira ordem, que
descreve a CTF em funcdo das variaveis independentes (concentracéo,
temperatura e tempo). O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela
5), em gue se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,94, indicando que o
modelo foi significativo. Os valores de F¢yc de 583,19 e Fi, de 4,46 (Tabela 5),
demonstram que o modelo foi preditivo, permitindo assim a construgdo das
superficies de resposta apresentadas na Figura 6.

21624,46 + 214,14T2 + 639,54tempo — 53,51con.T2 + 334,34T°. tempo (D

Tabela 5 - Resultados do Teste F

Fonte GL SQ Q M Fcalculado Ftabelado
variagao
Regresséao 8 5097096 637137 583,19 4,46
Residuo 2 2185 1092,5
Total 10 5099281
Fitted Surface; Variable: fenois BAGAGCO
3 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1092.303
DV: fenois BAGAGO
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7189
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Figura 6 - Superficies de resposta das variaveis T°C x concentracéo % (a), tempo (min) x

concentracao % (b) e tempo (min) x T°C (c).
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5.1.2 Atividade antioxidante pelo método de FRAP

No ensaio de FRAP, quanto maior a capacidade do extrato de reduzir o
Fe®* para Fe?, mais intensa é a mudanca da cor verde-amarelada para tons de
azul, devido a presenca de antioxidantes que promovem a conversdo do
complexo-Fe** & forma ferrosa (Fe®"). Ao se medir a intensidade da cor azul no
comprimento de onda de 595 nm, é possivel quantificar a reducdo de Fe**
promovida pelo extrato. As propriedades de reducdo sdo geralmente
associadas com a presenca de redutores, que tém demonstrado exercer agao
antioxidante, pela quebra da reacdo em cadeia dos radicais livres por doacéo
de um atomo de hidrogénio (SHIMADA et al., 1992).

De acordo com a Tabela 6, a maior atividade antioxidante pelo método
de FRAP foi obtida no extrato 5 (204055 mg de trolox.kg™), no qual a
concentracdo de metanol foi de 40% (-1), a temperatura de 45 °C (-1) e tempo
de 180 minutos (+1). A menor atividade antioxidante foi obtida no extrato 6
(2711,8 mg de trolox.kg™), no qual a concentracdo de metanol foi de 80% (+1),
a temperatura de 45 °C (-1) e o tempo de 180 minutos (+1).



Tabela 6 - Valores reais e codificados para a resposta atividade antioxidante pelo método de FRAP
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Ensaio Concentracao T (°C) Tempo (min) Experimental (mg de Predito (mg Desvio
(%) trolox.kg™) de trolox.kg™)

1 -1(40) -1(45) -1(60) 18772,4 19170,9 -2,1
2 +1(80) -1(45) -1(60) 18124,6 14550,6 19,7
3 -1(40) +1(70) -1(60) 19443,9 16246,5 16,4
4 +1(80) +1(70) -1(60) 19253,8 20028,9 -4,0
5 -1(40) -1(45) +1(180) 20405,5 17208,0 15,7
6 +1(80) -1(45) +1(180) 2711,8 3487,0 -28,6
7 -1(40) +1(70) +1(180) 13884,9 14283,5 -2,9
8 +1(80) +1(70) +1(180) 12539,5 8965,4 28,5
9 0(60) 0(57,5) 0(120) 10510,8 14242,6 -35,5
10 0(60) 0(57,5) 0(120) 10939,0 14242,6 -30,2
11 0(60) 0(57,5) 0(120) 10082,5 14242,6 -41,3
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Foram determinados os efeitos das variaveis sobre a capacidade
antioxidante pelo método de FRAP (Tabela 7). Para isso, foram considerados

modelos lineares com intervalo de confianga de 95%.

Tabela 7 - Efeitos das variaveis frente a atividade antioxidante

Fator Efeito Valor de p
Média 14242,6 0,00008
Conc (%) -4969,3 0,00369
Temperatura 1276,9 0,05190
Tempo -6513,3 0,00215
Conc (%) x Temperatura 4201,5 0,00551
Conc (%) x Tempo -4550,3 0,00440
Temperatura XTempo 376,6 0,33962

*significancia estatistica p<0,05; conc (%)= concentracdo %; Temperatura em °C; Tempo em

min.

De acordo com a Tabela 7, a variavel que apresentou efeito mais
expressivo foi o tempo; quando este foi elevado do nivel -1 (60 min) ao +1 (180
min) ocorreu reducdo da AA de 6513,26, provavelmente porque em periodos
de extracdo mais prolongados ocorreu maior degradacdo de compostos que
apresentam atividade antioxidante.

A variadvel temperatura apresentou valor de p>0,05; e portanto, nao
apresentou significancia estatistica. A concentracao de solvente exerceu efeito
negativo sobre a resposta AA, quando esta foi aumentada do nivel -1 (40%) ao
nivel +1 (80%), houve reducédo da AA em 4969,28.

A interacdo entre concentracao e temperatura apresentou efeito positivo
frente a resposta AA pelo método de FRAP. Assim como, a interacdo entre
concentracdo e tempo apresentou efeito negativo; resultados semelhantes
foram reportados em trabalhos anteriores (THOO et al., 2013; AYBASTIER et
al., 2013). No entanto, a interagédo entre a temperatura e tempo nao apresentou
efeito significativo frente a resposta AA pelo método de FRAP.

A Equacéo 2 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve
a AA pelo método de FRAP, em funcdo das varidveis independentes

(concentracéo, temperatura e tempo).


http://www.sciencedirect.com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0926669017304752?via%3Dihub#bib0005
http://www.sciencedirect.com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0926669017304752?via%3Dihub#bib0005
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14242,60 — 2484,64.con + 638,48.T2 — 3256,63. tempo + 2100,7.con.T? (2)
— 2275,15.con.temp

O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 8), em que se
obteve um coeficiente de correlacdo de 0,84, indicando que o modelo foi
significativo. Os valores de Fcqc de 206,8 e Fiy de 4,46 demonstraram que o

modelo foi preditivo, permitindo assim a construgdo das superficies de
resposta, apresentadas na Figura 7.

Tabela 8 - Resultados do Teste F

Fonte GL SQ QM Fcalculado F tabelado
variacao
Regresséo 8 303503623 37937952,9 206,8 4,46
Residuo 2 366855 183427,5
Total 10 303870478
Fitted Surface; Variable: FRAP BAGACO
3 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=183427.6
DV: FRAP BAGAGO
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Figura 7 - Superficies de resposta das variaveis T°C x concentracdo % (a), tempo (min) x

concentracdo % (b) e T°C x tempo (min) (c).



50

5.2 Atividade antitumoral
5.2.1 Teste de viabilidade celular pelo método de MTT

O ensaio de MTT (sais de tetrazdlio), consiste na avaliacdo da
proliferacdo celular que quantifica a habilidade das células viaveis de
converterem o sal amarelo de tetrazdlio a cristais purpuros de formazan,
usando uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase (SOLTAN-
DALLAL et al., 2017; LADYMAN et al., 2016; MEHDI et al., 2017), este ensaio
detecta células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

Neste estudo, os extratos fendlicos testados (EF 7 e EF 8) apresentaram
atividade antitumoral frente a linhagem tumoral de glioma de rato (C6) nos
tempos de incubagéo de 24, 48 e 72 horas (Figura 8).
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Figura 8 - Gréaficos de viabilidade das células de linhagem de glioma de rato C6 expostas a

diferentes concentragdes e diferentes extratos hidroalcodlicos de bagaco de azeite. * Quanto

maior o numero de asteriscos, mais alta a significancia estatistica.

O extrato 7 apresentou atividade antitumoral nas concentra¢cbes de 100

até 500 pg.mL™ no tempo de 24 horas (Figura 8a); em 48 horas estas
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concentracdes foram mantidas, sendo acrescida a concentracéo de 50 pg.mL™
(Figura 8b). No periodo de 72 horas as concentracbes do extrato 7 que
apresentaram atividade antitumoral foram de 200 até 500 pg.mL™(Figura 8c). O
extrato 8 apresentou atividade antitumoral nas concentracdes de 300, 400 e
500 pg.mL™ no periodo de 24 horas de incubacéo (Figura 8d); apés 48 horas
foram mantidas estas concentracées, com adicdo da 200 pug.mL™? (Figura 8e).
No periodo de 72 horas de incubacdo o extrato 8 apresentou atividade
antitumoral nas concentracées de 300 a 500 pg.mL™(Figura 8f).

Martins et al. (2017) quando avaliaram a viabilidade de células Caco-2

(cancer de colon) incubadas com bagaco de uva através de ensaio MTT,
reportaram atividade antitumoral a partir da concentracdo de 250 pg.mL™,
comportamento semelhante ao observado no presente estudo.
A terapia padrdo para pacientes diagnosticados com glioma consiste na
ressecacao cirargica, terapia de radiacao e quimioterapia (ZHANG et al., 2014).
Com relacdo a remocao cirargica, os giomas exibem um elevado grau de
invasao, infiltrando profundamente o tecido normal. A completa remocao
cirirgica deste tumor € muito dificil, o que gera uma alta incidéncia de sua
recorréncia (OKAZAKI et al., 2012). Existem poucas op¢des quimioterapicas
para os gliomas, (PREUSSER et al. 2011), e muito pouco progresso tem sido
feito no tratamento desse cancer em décadas (CHERRY et al., 2014). Um
conjunto de moléculas promissoras para a terapia contra o cancer Sdo 0s
compostos fendlicos, os quais tém demonstrado capacidades diversas de
inducéo de morte celular, inclusive em células tumorais (LI et al., 2010).

5.2.2 Teste de proliferacédo celular pelo método de Sulforodamina B (SRF)

No teste de SFR o corante utilizado € a aminoxantina de cor rosa
brilhante, este possui dois grupos sulfénicos, que em condi¢des acidas ligam-
se aos aminoacidos da proteina basica de células viaveis previamente fixadas
com acido tricloroacético. Este corante é usado como indicador quantitativo do
conteudo proteico da cultura celular, sendo este conteldo proporcionalmente
linear & densidade de células (KITAMURA et al., 2013).

Os extratos fendlicos testados (EF 7 e EF 8) apresentaram atividade

antitumoral frente a linhagem tumoral de glioma de rato (C6) no teste de
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viabilidade celular sulforodamina B, em tempos de incubacdo de 24, 48 e 72

horas (Figura 9).
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Figura 9 - Gréaficos de viabilidade das células de linhagem de glioma de rato C6 expostas a

diferentes concentragdes e diferentes extratos hidroalcodlicos de bagaco de azeite.* Quanto

maior o nimero de asteriscos, mais alta a significancia estatistica.
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No periodo de incubacdo de 24 horas o extrato 7 apresentou atividade
antitumoral frente as células de glioma de rato nas concentracdes de 200 até
500 pg.mL?; no periodo de 48 horas as concentracdes com atividade
antitumoral foram de 50 até 500 pg.mL™; e em 72 horas de 100 a 500 ug.mL™.
Para o extrato 8, no periodo de incubacdo de 24 horas, as concentracdes com
atividade antitumoral foram de 100 a 500 ug.mL™; e em 48 e 72 horas de
incubagdo se mantiveram as mesmas concentragbes com atividade
antitumoral.

Até o0 momento ndo ha registros na literatura cientifica de pesquisas
referentes a agdo antitumoral de compostos fendlicos presentes no bagacgo da
extracdo de azeite frente a linhagens tumorais de glioma (C6); no entanto,
varios estudos investigaram o efeito antitumoral dos compostos fenodlicos do
azeite de oliva utilizando como modelo experimental a linhagem celular de
leucemia promielocitica HL60. Della Ragione et al. (2000) demonstraram que o
hidroxitirosol, em concentracdes de 50 a 100 uM, induz ao bloqueio do ciclo
celular, reduzindo o crescimento e a proliferacdo, e induzindo a apoptose em
células HL60.

Além disso, Gichard et al. (2006) e mais tarde Hashim et al. (2008)
demonstraram que o tratamento de células de adenocarcinoma de coélon
humano com compostos fendlicos provenientes da oliva resultou na inibicdo de
todos os processos carcinogénicos do célon, como iniciacdo, promocao e
metastase, desencadeando a morte celular por apoptose (morte celular
programada) (DELLA RAGIONE et al.,, 2000; GUICHARD et al.,, 2006;
HASHIM et al., 2008). Outros estudos demonstraram que 0S compostos
fendlicos presentes no bagaco da extracdo de azeite de oliva exerceram efeitos
protetores contra multiplos tipos de céncer, tais como mama (BULOTTA et al.,
2011; GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2011; IBANEZ et al., 2012; TAAMALLI et
al.,, 2012; RAMOS et al.,, 2013), hepatocarcinoma (TUTINO et al., 2012;
BAOLEI et al., 2014), prostata (ACQUAVIVA et al., 2012) e pele (D’ANGELO et
al., 2005).

Diferentes mecanismos podem ser responsaveis pelos efeitos citotoxicos
resultantes dos tratamentos de linhagem celular C6 com os extratos fendlicos
de bagaco da extracdo de azeite, incluindo a inducdo da morte celular por

apoptose e/ou necrose, alteracao no ciclo celular e perda de fungcao chave nas
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organelas. Devido as concentracdes testadas no presente estudo terem
exercido efeito citotdxico in vitro, para uma melhor compreenséo do potencial e
dos mecanismos da atividade antitumoral especifica dos compostos fendlicos
extraidos de bagaco da extracdo de azeite, tornam-se necessarias mais
pesquisas, a fim de verificar o tipo de morte celular promovida por estes
compostos, a possibilidade do efeito ser o mesmo in vivo, e de avaliar sua
acessibilidade in vivo aos tecidos tumorais. Além disso, os demais aspectos
devem ser investigados como a acao isolada e possivel efeito sinérgico dos

compostos fendlicos.

5.2.3 Ensaio de citotoxicidade em astrécitos

Os extratos 7 e 8 ndo apresentaram citotoxicidade frente a cultura de
astrocitos (Figura 10), indicando que estes extratos apresentam acgdo seletiva,
promovendo a morte somente em células tumorais. Ressalta-se que a maioria
dos quimioterapicos disponiveis no mercado ndo atuam de forma seletiva, pois
promovem a morte também de células sadias (KREISL, 2009; HOTTINGER,
2012).
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Figura 10 - Graficos de viabilidade das células de linhagem de astrocitos expostas a diferentes
concentracdes e diferentes extratos hidroalcodlicos de bagago de azeite.

5.3 Atividade antibacteriana
5.3.1 Atividade antibacteriana por disco difuséo

A avaliagdo in vitro da atividade antibacteriana dos dois extratos
fendlicos de bagaco de azeite (7 e 8), foi realizada através do método de disco
difusdo e mostrou que todas as bactérias testadas foram sensiveis a ambos os

extratos (ocorreram halos de inibicdo), conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Zonas de inibicdo dos extratos 7 e 8

Micro-organismo Zonas de inibigdo (mm)
Extrato 7 (100 mg/mL™)  Extrato 8 (100 mg/mL™)
E. coli 65 73
Salmonella spp. 70 74
S. aureus 58 63

*Resultados expressos como médias de trés repeti¢des.

Segundo Arora e Kaur (1999), halos menores que 0,7 cm (7mm) sao
considerados néo-ativos, enquanto superiores a 1,2 cm (12 mm) apresentam
efeito inibitorio satisfatorio, pode-se entdo considerar os halos encontrados
como satisfatérios, considerando estes critérios, conforme resultado que pode
ser visualizado na Tabela 9.

Em geral, as bactérias Gram-negativas apresentam uma maior
resisténcia aos compostos antimicrobianos, fator atribuido a sua complexidade
estrutural, representado por uma barreira resistente a penetracdo de
compostos externos a célula, enzimas presentes em seu espago
periplasmatico, conhecidas por inativarem  determinados  grupos
antimicrobianos, e ainda, por mecanismos especializados, denominados de
bombas de efluxo, que expulsam substancias estranhas a célula bacteriana
(DUFFY e POWER, 2001; KOHLER, PECHERE e PLESIAT, 1999; NIKAIDO,
1989; SCHAECHTER et al., 2002; SARTORI et al.,, 2003; VAN BAMBEKE,
MICHOT e TULKENS, 2003). No entanto esta resisténcia nao foi verificada no
presente estudo, em que as bactérias E. coli e Salmonella spp. apresentaram
sensibilidade a ambos extratos testados (Tabela 9).

Obied et al. (2007) analisaram o efeito inibitério de extratos fendlicos de
bagaco de azeite frente a S. aureus e E. coli por meio do teste de disco
difusdo, nas concentraces de 1,5; 2,5 e 5,0 mg/mL™ e obtiveram zonas de
inibicdo para S. aureus de 6,8; 7,8 e 9,2 mm, respectivamente. Para a bactéria
E. coli as zonas de inibicdo foram de 0 (1,5 mg/mL™); 6,8 (2,5 mg/mL™) e 8,2
mm (5,0 mg/mL™).

A atividade antibacteriana dos compostos fendlicos é devida aos grupos
hidroxila (-OH), os quais promovem ag&o inibitoria das bactérias (LAl e ROY,
2004), pois esses podem interagir com a membrana de bactérias para romper
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as estruturas da membrana e causar o vazamento de células componentes
(XUE, DAVIDSON e ZHONG, 2013). Além disso, a presenca dos grupos
hidroxila promove a deslocalizacdo de elétrons que, em seguida, atuam como
trocadores de protons e reduzem o gradiente de pH através da membrana
citoplasmatica das células bacterianas. Isso causara o colapso da forgca motora
do préton e deplecdo do “pool” de ATP, levando a célula & morte (ULTEE,
BENNIK e MOEZELAAR, 2002).

5.3.2 Atividade antibacteriana por determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM)

De acordo com a Tabela 10, o extrato 7 apresentou atividade bacteriostatica
frente a E. coli e S. aureus, com concentracdo inibitéria minima de 1mg/mL™

para as duas bactérias.

Tabela 10 - Concentracao inibitéria minima (CIM) dos extratos 7 e 8

Micro-organismo CIM (mg/mL™)
Extrato 7 Extrato 8
(1 mg/mL™ (10 mg/mL™)
E. coli + +
Salmonella spp. - +
S. aureus + +

*+= Houve inibicdo do crescimento; -= Nao houve inibigdo do crescimento.

N&ao foi observado efeito inibitério do extrato 7 frente a Salmonella spp.
O extrato 8 apresentou atividade antibacteriana frente todas as bactérias
testadas, no entanto a CIM (10mg/mL™) para as trés bactérias foi superior,
qgquando comparada ao extrato 7. Segundo Duarte et al. (2007) uma amostra
para ser considerada de forte atividade antimicrobiana deve apresentar CIM de
até 0,5 mg/mL™, para ser classificada como de atividade moderada entre 0,6 a
1,5 mg/mL™ e para ser considerada como de fraca atividade antimicrobiana
acima de 1,6 mg/mL™. Considerando estes critérios podemos classificar o
extrato 7 como sendo de atividade moderada e o extrato 8 como de fraca
atividade antimicrobiana. Este comportamento possivelmente € consequéncia

da maior concentracdo de fendis encontrada no extrato 7, comparada ao 8.
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De acordo com Serra et al. (2008), a oleuropeina isolada, apresentou
atividade antibacteriana no ensaio de microdiluicdo em caldo, frente a E. coli,
em concentracdes superiores (500 e 700 mg/mL™) as observadas no presente
estudo. Belagziz et al. (2017) testaram a atividade antibacteriana da
oleuropeina isolada contra S. aureus pelo método de microdiluicdo em caldo e
obtiveram concentracdo inibitéria minima de 62,5 mg/mL™. Tafesh et al.
(2011) demonstraram que o hidroxitirosol isolado, composto majoritario no
bagaco de azeite, inibiu o crescimento de S. aureus e E. coli em um ensaio de
microdiluicdo de caldo na concentracdo de 400 pg/mL™.

Nos ensaios de CBM o0s extratos ndo apresentaram atividade,
demonstrando ndo ter acao bactericida, somente bacteriostatica. A existéncia
de potencial inibitorio e inexisténcia de potencial bactericida segundo Rios e
Recio (2005) pode, provavelmente, ser decorrente das concentracfes das
substéancias utilizadas que sofrem influéncia direta do tipo de cultivo da amostra
e dos métodos de extracdo e do proprio método de andlise, porém o0s
resultados encontrados tem grande relevancia considerando o carater

patogénico das bactérias avaliadas.
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6 Conclusbes

Através da metodologia de superficie de resposta foi possivel observar
que as duas condicbes que promoveram maior extragcdo de compostos
fendlicos foram obtidas nos ensaios com 40% de metanol, 70 °C e tempo de
180 minutos, e na extracdo com 80% de metanol, 70 °C e tempo de 180
minutos. As varidveis tempo e temperatura exerceram efeito positivo e
significativo, enquanto que a concentragdo de solvente ndo exerceu efeito
significativo. A maior atividade antioxidante foi encontrada no extrato obtido
com 40% de metanol, 45 °C e tempo de 180 minutos, sendo que as variaveis
tempo e concentragdo de solvente exerceram efeito negativo e significativo,
enquanto a variavel temperatura ndo apresentou efeito significativo.

Os extratos obtidos com 40% de metanol, 70 °C e tempo de 180
minutos, e com 80% de metanol, 70 °C e tempo de 180 minutos, apresentaram
atividade antitumoral frente a células de glioma (C6) em concentracdes baixas
nos dois testes realizados; além de atividade antibacteriana no teste de disco
difuséo frente as bactérias E. coli, Salmonella spp e S. aureus. No ensaio de
CIM o extrato obtido com 40% de metanol, 70 °C e tempo de 180 minutos
apresentou atividade antibacteriana moderada e o extrato obtido com 80% de
metanol, 70 °C e tempo de 180 minutos exerceu fraca atividade antimicrobiana.
Nos ensaios de CBM o0s extratos ndo apresentaram atividade, demonstrando
nao ter acdo bactericida, somente bacteriostatica.

Assim, foi possivel concluir que o bagaco resultante da extracdo de
azeite de oliva obtido pelo processo de extracdo de duas fases, apresenta
potencial como fonte de compostos fendlicos, os quais conferem acéo

antioxidante, antibacteriana e antitumoral.
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7 Perspectivas

A partir dos resultados das analises de atividade antitumoral in vitro, faz-
se necessario uma nova etapa de estudos para uma melhor compreensao do
potencial e dos mecanismos da atividade antitumoral especifica dos compostos
fendlicos extraidos de bagaco da extracdo de azeite de oliva, a fim de verificar
o tipo de morte celular promovida por estes compostos, se este efeito &
possivel de ser alcancado in vivo, e para avaliar sua acessibilidade in vivo aos
tecidos tumorais. Além disso, aspectos adicionais devem ser investigados,
como a acao isolada e possivel efeito sinérgico dos compostos fendélicos. Uma
nova destinagdo para o bagaco oriundo da extracdo de azeite de oliva podera
resultar na producdo de agentes antitumorais efetivos, agregando valor e
reduzindo o impacto ambiental causado por estes residuos.

No tocante a atividade antibacteriana, ressalta-se a necessidade de
estudos que avaliem o comportamento dos extratos testados em sistemas
alimentares, além do mecanismo de acao antibacteriana destes extratos, de
forma a determinar os compostos com atividade antibacteriana e verificar se a

atividade é exercida por compostos isolados ou de forma sinérgica.
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