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RESUMO

Os subprodutos gerados pela industria do azeite representam cerca de 10% do peso total da produgao.
As folhas de oliveira (Olea europaea L.) sdo tratadas como residuo na industria oleicola, entretanto, é
um dos subprodutos de maior valor da industria por representar uma 6tima fonte de recuperacdo de
compostos bioativos, como antioxidantes, antimicrobianos e anti-inflamatdrios. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi extrair os compostos bioativos de residuos da olivicultura e aplica-los em membranas de
quitosana para a potencial aplicagdo como curativos cutaneos. Os extratos utilizando o p6 da folha de
oliveira foram obtidos através do banho metabdlico Dubnoff nas condigdes de 2 h a 88 °C. As
membranas de quitosana foram obtidas com diferentes concentragfes de extrato (25 e 50 %) e
caracterizadas com relagdo a sua morfologia (MEV), intumescimento e capacidade de drenagem de
fluidos (CDF). As membranas com 25 % de extrato apresentaram a maior homogeneidade e sem a
presenca de aglomerados em sua estrutura quando analisadas no MEV, obtiveram-se também 138,59 +
7,92% de intumescimento, 40,41 + 3,30 g.m .h ** de CDF. As membranas biodegradaveis incorporadas
com o extrato de folhas de oliveira apresentaram-se promissoras para aplicagdo como curativos
cutaneos, uma vez que foram capazes de promover propriedades essenciais para a etapa de
cicatrizagdo.
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INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta arbérea da familia boténica Oleaceae
originaria da regido extensa do Mediterraneo, cujo o seu cultivo foi difundido para diversos
paises que apresentavam um clima analogo ao de origem. O cultivo da oliveira no Brasil foi
introduzido no século X1X se concentrando na regido sul do pais. Do ponto de vista industrial,
a olivicultura tem representado uma fonte econémica e social altamente relevante em
decorréncia da extracdo do azeite e a producdo de azeitonas (RODRIGUES et al., 2015).
Contudo, durante o processamento do azeite é produzido uma alta quantidade de residuos e
subprodutos, como por exemplo as folhas que podem representar entre 5% e 10% de subproduto
gerado nas etapas de processamento da azeitona (NUNES et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2015).

Diante do aumento da demanda pela valorizagcdo de residuos e subprodutos do processo
de producéo de azeite, o extrato de folhas de oliveira (Olea europaea L.) € um dos subprodutos
de maior valor provenientes da inddstria do azeite. Sendo o extrato vegetal com potencial para
a aplicacdo em filmes biodegradaveis devido a alta porcentagem de compostos ativos
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pertencentes a secoiridoides, hidroxitirosol, polifendis, triterpenos e flavondides. A
oleuropeina, em particular, € um secoiriddide, encontrado na casca da azeitona, sementes, 6leo
e principalmente nas folhas (DUA et al., 2015). Este composto é responsavel pelas propriedades
do extrato de folha de oliveira, como atividade antioxidante e antimicrobiana (AHMED et al.,
2014).

Atualmente, produtos de origem natural tém sido largamente utilizados no tratamento de
feridas cuténeas. Dessa forma, pesquisas tém mostrado promissor o uso de biopolimero para o
desenvolvimento de novos materiais destinados a aplicagdes biomédicas. Os polissacarideos
tém sido amplamente utilizados com sucesso para a obtengdo membranas, destacando-se a
quitosana devido a sua disponibilidade e biodegradabilidade, além de ser um excelente material
para a confeccdo de membranas por apresenta inimeras caracteristicas, como ndo-toxicidade,
biocompatibilidade, efeito hemostatico, atividade anticoagulante, antifingica, antiviral e
antibacteriana, que sdo propriedade capazes de desempenhar fungdes que favorecem uma
resposta biologica mais rapida e eficaz no processo de cicatrizacdo da feridas (MOURO et al.,
2020; ZAHID et al., 2021).

Neste contexto, as membranas a base de biopolimeros tém sido uma alternativa eficiente
no tratamento de lesdes cutaneas devido a capacidade de estimular o sistema imune e contribuir
para a etapa de cicatrizagdo. Dessa forma, buscando a melhorar a atuagéo destas membranas, a
incorporacdo de extrato de folhas de oliveira na matriz sélida da membrana se mostrou uma
alternativa promissora devido as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatdrias e anestésica deste material. Logo, o objetivo deste trabalho foi aproveitar os
residuos da olivicultura como fonte de compostos bioativos e incorporar o extrato em
membranas de quitosana para futura aplicacdo como curativo cutaneo.

MATERIAL E METODOS

As folhas de oliveira (Olea europaea L.) foram cedidas pela Estancia Guarda Velha, no
municipio de Pinheiro Machado, Rio Grande do Sul. Apos a coleta, as folhas in natura foram
higienizadas com agua corrente, solucdo comercial de hipoclorito de sédio 2 % a 2,5 % e agua
destilada esterilizada. Em seguida, foram secas em estufas a temperatura de 40 °C por um
periodo de 24h e moidas em moinho analitico (IKA® — A11BS32, China). E por fim, foi
realizada a padronizagdo granulométrica das folhas de oliveira por meio do peneiramento em
peneira de 60 mesh (MARTINY, 2021).

Os extratos das folhas de oliveira (EFO) foram obtidos pelo processo de maceragéo
dindmica. Foram pesadas 1 g do pé de folhas de oliveiras secas e adicionados 50 mL de agua
destilada em erlenmeyers. A extracdo ocorreu através do banho metabolico Dubnoff (QUIMIS,
Brasil) por um periodo de 2 h em uma temperatura de 88 °C. Em seguida, os extratos obtidos
passaram por uma filtragdo simples utilizando filtros de malha de nylon (Nytex) (MARTINY,
2021).
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As membranas de quitosana pura (MP) foram produzidas através da técnica de casting.
As solugdes filmogénicas foram preparadas a partir da adi¢cdo de 1% (m/v) de quitosana em
solucéo de acido acético 1 % (v/v), no qual foram submetidas a agitacdo constante por 24 h a
temperatura £ 25 °C. Nos 15 min finais do tempo de agitagdo foram adicionados 20% de
glicerol. As solucdes obtidas foram vertidas em placas de acrilico e levadas a estufa a 40 °C,
por 24 h, de forma a evaporar o solvente. Ap0s evaporacao do solvente, as membranas obtidas
foram armazenadas em dessecadores com umidade relativa controlada de 50 % por no minimo
48 h, antes de serem removidas das placas e submetidas a analises. As membranas de quitosana
com extrato de folhas de oliveira (ME) foram preparadas através da adicdo de diferentes
volumes de extrato de folhas de oliveira, 25% (ME2sp0 %) € 50% (MEsoo %), em relagdo ao
volume da solugdo de quitosana.

Primeiramente, as membranas passaram por uma analise em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (CARL ZEISS - EVO MAL10, Estados Unidos), utilizando uma voltagem de
aceleracao de 20 kV com uma magnificacdo de 1000 vezes.

Para a realizacdo do ensaio de intumescimento (1), as membranas foram cortadas no
formato de quadrado, 2,5 x 2,5 cm, e submetidas a uma pesagem, em seguida, imergindo em
agua miliQ (25°C) por 2 min. Apo6s este periodo, as amostras imidas foram secas com papel
toalha para absorcdo da umidade excessiva e pesadas novamente. Estas analises foram
realizadas em triplicatas para cada composicdo, tomando como resultados suas médias. A
guantidade de agua absorvida foi calculada por meio da Equacao 1:

_mymm
== 1)
onde | é o intumescimento em %, m; € a massa da membrana antes da imersdo em &gua e msa
massa da membrana ap6s a remoc¢éao do excesso de agua.

E por fim foram realizadas as analises de capacidade de drenagem de fluidos (CDF),
onde preparou-se uma solucgdo contendo 142 mmol. L de fons sodio e 2,5 mmol. L™ de ions
calcio, sendo identificada como fluido de exsudato simulado (FES). As membranas foram
acondicionadas por 48 h em umidade relativa de 50% e cortados em discos de 2,7 cm de
diametro, pesados, aplicados nas bordas de copos de Paddington modificados contendo 20 mL
de FES e fixadas com anel de vedacdo, em seguida, pesados novamente. Os copos contendo as
membranas foram invertidos de modo que as amostras ficassem em contato com o FES e
mantidos a 37 °C por 24 h em um dessecador contendo silica gel. Ao fim deste periodo, o
sistema foi mantido a temperatura ambiente por 30 min e foram realizadas a pesagem dos
corpos novamente. A capacidade de drenagem de fluidos (CDF) foi determinada empregando-
se a Equacdo 2:
mis_mfs_l_ Mim—Mfm (2)

t. A t. A
onde mis € a massa inicial do sistema, mss € a massa final do sistema ap0s o periodo de drenagem,
mim € a massa inicial da membrana, mm é a massa final da membrana ap6s periodo de drenagem,
A ¢ a area de contato entre a membrana e o fluido e t é o tempo decorrido.

CDF =
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As micrografias obtidas na anélise MEV para as amostras de quitosana pura (A) e
membranas de quitosana com extrato de folhas de oliveira (B e C) sdo observadas na Figura
1. Ressalta-se que houve diferenca entre as amostras, pois a amostra A apresentou uma
superficie lisa e homogénea, com a presenca de aglomerados pontuais em sua matriz, resultado
semelhante foi encontrado por Guimaraes (2018). Por outro lado, quando adicionado o EFO na
estrutura das membranas foi possivel observar uma uniformidade e a auséncia de aglomerados,
observados nas amostras B e C. Em contrapartida, com o aumento guantitativo de extratos na
membrana foi observado o surgimento de bolhas em sua estrutura, observado na amostra C.
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Figura 1. Micrografias obtidas por MEV das membranas: (A) MP, (B) ME2s%, (C) MEsoo.

Corroborando este estudo, pesquisadores como Kamel et al. (2020), Ferreira et al.
(2022), Deobonea et al. (2019) apontaram que 0 aumento na concentracdo dos extratos
proporcionou uma distribuigéo irregular na estrutura das membranas de quitosana. Enquanto,
Anjos (2017) também verificou que o aumento da porcentagem de extrato adicionada as
composicdes resultou na formacgdo de uma matriz mais densa e com formacao de bolhas, que
propiciou uma alteragdo na superficie das membranas. Além disso, Sousa (2017) também
relatou que a provavel causa da irregularidade na estrutura seria em decorréncia da deposicéo
de compostos organicos dos extratos na superficie da membrana ou pela formacao de bolhas
atribuidas a etapa de evaporacgdo de solvente.

Os valores obtidos nas analises de intumescimento das membranas foram de 357,64 +
17,68, 138,59 + 7,92, 86,61 + 5,19 % para MP, ME2s%, € MEsoy, respectivamente. Em relagéo
as membranas de quitosana com EFO, observou-se que houve diferenca no percentual de
intumescimento das amostras com o aumento do EFO na matriz polimérica. Este
comportamento foi observado por Santos (2018), onde verificou em seu trabalho que quanto
maior a concentracdo de compostos bioativos adicionados na membrana, menor foi o poder de
intumescimento exibido por elas.

O intumescimento de um material é considerado como fator determinante para uma
eficaz difusdo de nutrientes e células. No processo de cicatrizagdo, materiais com elevado grau
de intumescimento tendem a favorecer processo devido a sua maior capacidade de absor¢édo de
exsudados (LEITE; WANDERLEY; SALVIANO, 2021). Dessa forma, segundo os autores
Alminderej (2019) e Morgado et al. (2017) a capacidade de intumescimento esta diretamente
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relacionada com a capacidade de absorcdo dos curativos. Mostrando assim, que os resultados
mais promissores para tratamento de lesdes seriam das MP e das ME2se.

A taxa de drenagem de solucbes € um fator importante para o desenvolvimento de
curativos, pois estes devem ser os pardmetros capazes de impedir o acimulo de exsudatos e a
desidratacdo excessiva da lesdo. Dessa forma, os valores obtidos nos ensaios de drenagem
foram de 22,75 + 4,80, 40,41 + 3,30, 29,31 + 1,65 g.m? .h ! para MP, MEz2s%, MEsos,
respectivamente. Diante dos resultados expostos pode-se observar que houve uma melhora nas
taxas de drenagem das membranas aditivadas com EFO em relacdo a MP, mais pronunciado
para as membranas aditivadas com 25% de EFO. Esta melhora ocorreu devido a possivel adeséo
do composto na matriz polimérica, onde ocasionou uma maior permeacéo de agua.

Além disso, é possivel observar que ocorreu uma diminuicdo da CDF com o aumento
na concentracdo do EFO nas membranas. Este comportamento também foi observado nos
resultados de intumescimento, podendo estar relacionada as mudancas fisico-quimicas das
propriedades das membranas quando aditivadas. Girata (2011) observou que a capacidade de
drenagem das membranas de quitosana e alginato quando aditivadas com AlphaSan® reduziu
com o0 aumento da concentracdo do composto, que dificultou a drenagem de fluidos.

CONCLUSOES

Conclui-se que a composicdo que indicou melhores resultados diante dos testes
realizados, tornando a mais promissora para a aplicacdo como curativo, foi a membrana com
adicdo de 25% de EFO, apresentando morfologicamente maior homogeneidade e menores
irregularidades em sua estrutura, além de 6timas propriedades de intumescimento e uma
drenagem de fluidos. Para tanto, sdo necessarios mais estudos e realizacdo de testes bioldgicos
para avaliar sua eficacia na prote¢do como curativo, pretende-se, também em trabalhos futuros,
que mais pesquisas sejam realizadas visando investigar o poder antioxidante e antimicrobiano
do extrato.
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