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Resumo  

As infecções fúngicas tem se tornado cada vez mais frequentes nos últimos anos. Destacam-se as dermatofitoses, 

esporotricoses e candidoses. Em função da resistência aos fármacos disponíveis e tendo em vista diversificar o âmbito 

farmacêutico, realizou-se o estudo a partir do bagaço de O. europaea. Estudos relacionados à oliveira não abordam o 
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bagaço que representa potencial alternativa econômica devido a suas toneladas descartadas pela indústria. Objetivo 

deste trabalho foi avaliar o perfil sensibilidade in vitro de isolados fúngicos frente extratos aquosos de bagaço de O. 

europeae. Testar toxicidade celular dos extratos utilizados e determinar presença e quantidade dos compostos 

fenólicos (oleuropeína e hidroxitirosol). Não foi observado atividade antifúngica desses extratos aquosos diante dos 

isolados de dermatófitos e Sporothrix brasiliensis. Dos isolados de Candida spp. testados para susceptibilidade, dois 

foram sensíveis ao extrato de decocção do bagaço a partir da concentração 50 mg/ml de DEC 10’. Na toxicidade da 

decocção do bagaço de oliveira, observou-se concentrações a partir de 12,5 mg/ml permitiram que pelo menos 50% 

das células MDBK se mantivessem viáveis. As concentrações de 3,13 até 0,78 mg/ml foram seguras, pois ocorreu 

100% de viabilidade celular. Dos compostos (CLAE) hidroxitirosol variou a concentração de 8 x10-4 a 34 x10-4 mg/ml 

em INF 10’ e de 11 x10-4 a 81 x10-4 mg/ml em DEC 10’. Para oleuropeína, os extratos DEC 10’ variaram sua 

concentração de 87 x10-3 a 7 x10-3 mg/ml, já para INF 10’ os valores foram de 23 x10-3 mg/ml a não detectado em 

algumas variedades. 

Palavras-chave: Extrato; Sucetibilidade in vitro; Oleuropeina; Hidroxitirosol; Citotoxicidade. 

 

Abstract  

Fungal infections have become frequently in recent years. Dermatophytosis, sporotrichosis and candidiasis stand out. 

Due to the resistance to available drugs and with a view to diversifying the pharmaceutical field, the study was carried 

out using the bagasse of O. europaea. Studies related to olive trees do not address bagasse, which represents a 

potential economic alternative to its discarded tons by the industry. The objective of this work was to evaluate the in 

vitro sensitivity profile of fungal isolates against aqueous extracts of O. europeae bagasse. To test the cellular toxicity 

of the extracts and to determine the presence and amount of the main phenolic compounds. No antifungal activity of 

these aqueous extracts was observed against the isolates of dermatophytes and Sporothrix brasiliensis. The Candida 

spp. tested for in vitro susceptibility, two were sensitive to bagasse decoction extract from a concentration of 50mg/ml 

of DEC 10'. In the toxicity of the olive pomace decoction, concentrations from 12.5 mg/ml allowed at least 50% of the 

MDBK cells to remain viable. Concentrations from 3.13 to 0.78 mg/ml were safe, as 100% cell viability occurred. Of 

the hydroxytyrosol (HPLC) compounds, the concentration varied from 8 x10-4 to 34 x10-4 mg/ml in INF 10' and from 

11 x10-4 to 81 x10-4 mg/ml in DEC 10'. For oleuropein, the DEC 10' extracts varied their concentration from 87 x10-3 

to 7 x10-3 mg/ml, while for INF 10' the values were from 23 x10-3 mg/ml to not detected in some varieties. 

Keywords: Aqueous extract; Oleuropein; Hydroxytyrosol; Cytotoxicity. 

 

Resumen  

Las infecciones fúngicas se han vuelto cada vez más frecuentes en los últimos años. Destacan las dermatofitosis, 

esporotricosis y candidiasis. Debido a la resistencia a los fármacos disponibles y con el fin de diversificar el campo 

farmacéutico, el estudio se realizó utilizando bagazo de O. europaea. Los estudios relacionados con el olivo no 

abordan el bagazo, que representa una potencial alternativa económica por sus toneladas descartadas por la industria. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el perfil de sensibilidad in vitro de aislados fúngicos frente a extractos acuosos 

de bagazo de O. Europeae. Testar la toxicidad celular de los extractos utilizados y determinar la presencia y cantidad 

de los principales compuestos fenólicos. No se observó actividad antifúngica de estos extractos acuosos frente a los 

aislados de dermatofitos y Sporothrix brasiliensis. De la Candida spp. probados para susceptibilidad in vitro, dos 

fueron sensibles al extracto de decocción de bagazo a partir de una concentración de 50 mg/ml de DEC 10'. En la 

toxicidad de la decocción de orujo de oliva, concentraciones a partir de 12,5 mg/ml permitieron que al menos el 50% 

de las células MDBK permanecieran viables. Las concentraciones de 3,13 a 0,78 mg/ml fueron seguras, ya que se 

produjo una viabilidad celular del 100%. De los compuestos de hidroxitirosol (HPLC), la concentración varió de 8 

x10-4 a 34 x10-4 mg/ml en INF 10' y de 11 x10-4 a 81 x10-4 mg/ml en DEC 10'. Para la oleuropeína, los extractos de 

DEC 10' variaron su concentración de 87 x10-3 a 7 x10-3 mg/ml, mientras que para INF 10' los valores fueron de 23 

x10-3 mg/ml hasta no detectarse en algunas variedades.  

Palabras clave: Extracto acuoso; Oleuropeína; Hidroxitirosol; Citotoxicidad. 

 

1. Introdução 

As infecções fúngicas tem se tornado cada vez mais frequentes nos últimos anos, tanto na medicina humana como 

veterinária, principalmente devido a imunossupressão causada por doenças e medicamentos com quadros agravados em função 

da resistência aos fármacos disponíveis. (Stopiglia et al., 2013; Vieira & Santos 2017; Coelho et al., 2020). Entre estas, em 

medicina veterinária, destacam-se as dermatofitoses, esporotricoses e candidoses. 

A dermatofitose caracteriza-se por uma doença oportunista causada por um grupo de fungos pertencentes aos gêneros 

Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Meireles & Nascente, 2009). Na clínica de pequenos animais, as principais 

espécies responsáveis por esta infecção são M. canis e M. gypseum (Reis-Gomes, 2012). O tratamento das dermatofitoses 
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normalmente é demorado, sendo muitas vezes necessário combinações de fármacos com diversos mecanismos de ação até 

obter-se a cura total (Gupta & Cooper, 2008), considerando relatos de casos de resistência aos fármacos de eleição para 

tratamento (Mukherjee et al., 2003). A esporotricose é considerada uma zoonose endêmica no Brasil e de alta prevalência em 

felinos e humanos, caracterizando assim, um problema de saúde pública no país (Poester et al., 2018). Resistência aos 

fármacos de eleição, observado em medicina veterinária, resulta em falhas terapêuticas, dificultando o processo de recuperação 

levando a um alto número de casos refratários, que acabam levando esses animais a óbito (Stopiglia et al., 2013; Rodrigues et 

al., 2014; Waller et al., 2017).  

Os fungos do gênero Candida sp. contemplam centenas de espécies, sendo a Candida albicans a de maior importância 

devido a frequente ocorrência tanto em humanos quanto animais. É um agente de caráter oportunista e está presente como 

comensal nas mucosas de cerca de 50% da população de indivíduos sadios. Normalmente a causa da doença está associada a 

uma desarmonia entre os organismos presentes nas mucosas comumente causado por uso de antibióticos por longos períodos, 

imunodeficiência do hospedeiro, uso exacerbado de corticoterapia ou imunocomprometimento em decorrência de doenças de 

caráter crônico. O número de antifúngicos disponíveis no mercado ainda é irrisório quando comparado com a quantidade de 

antibacterianos, e além da pouca disponibilidade dos fármacos temos os mecanismos de defesa fúngica que manifestam-se de 

diferentes formas, como desvios metabólicos, superexpressão ou alteração de alvos farmacológicos ou diminuição da 

concentração do fármaco (Lacaz & Del Negro, 1994; Cowen et al., 2015; Crawford & Wilson, 2015). Tendo em vista sanar os 

problemas de resistência aos fármacos, altos custos dos medicamentos e redução de efeitos colaterais, o conhecimento de 

plantas medicinais como fontes terapêuticas para tratamentos de micoses apresenta-se uma alternativa farmacológica, onde 

estudos que usam parte de plantas já foram realizados, comprovando a eficácia da utilização de fitoterápicos como fungicidas 

e/ou fungistáticos (Odds et al., 2003; Korukluoglu et al., 2006; Johann et al., 2007; Waller et al., 2016).  

A Olea europaea L., pertencente à família das Oleaceae, é a única espécie dentre a família, a produzir fruto 

comestível, a azeitona, a qual utiliza-se para realização da extração do azeite. É considerado um dos cultivos mais antigos e no 

Brasil sua produção tem destaque nas regiões Sul e Sudeste (Coutinho, 2015). Na indústria oleícola, durante cultivo e 

processamento do azeite há grande produção de resíduos. Esses resíduos podem ser provenientes da poda, onde ocorre o 

descarte das folhas e também do processamento do azeite, podendo ser classificados em resíduos líquidos e sólidos (bagaço). 

Estudos realizados em regiões de grandes produções localizadas na Europa indicam que cerca de 20% do total da demanda de 

azeitonas é convertido em azeite, ou seja, em uma produção de 100 kg de azeitona, apenas 20 kg são convertidos em azeite, 80 

kg são destinados ao descarte (Alcaide et al., 2010). Esses subprodutos têm sido utilizados de diversas formas, sendo eles, 

adubos e pesticidas (Cabrera, et., 2010), ração animal, obtenção de energia (More, 2008) e também através dos seus extratos, 

revelaram atividade antimicrobiana (Pereira et al., 2007; Markin et al., 2003; Martiny et al., 2016; Böhmer, 2018). 

Com aproximadamente 98% da composição do azeite estão os ácidos graxos (Luchetti, 2002), dentre eles o ácido 

oleico, importante auxiliar na redução de doenças que acometem a artéria coronária (Boateng et al., 2016). Além de ácidos 

graxos, carotenoides e tocoferóis também estão presentes na composição (Gandul‐Rojas & Minguez‐Mosquera, 1996; 

Giuffrida et al., 2007), assim como os fenóis que podem ser divididos em fenóis simples, secoiridoides e lignanas, responsáveis 

por inúmeros benefícios à saúde (Waterman & Lockwood, 2007). Os compostos fenólicos, principalmente a oleuropeína e 

hidroxitirosol, entre outros elementos químicos são conhecidos pela sua ação antimicrobiana (Martiny et al., 2016; antitumoral 

(Salama et al., 2020; Ferreira et. al, 2021), Böhmer, 2018), anti-inflamatória (Rondón Medina & Centy, 2022) e antioxidante 

(Salama et al., 2020). Alguns de seus extratos são caracterizados por obter atividade antifúngica frente a patógenos e por dar 

suporte às recuperações promovendo cicatrização de tecidos injuriados (Battinelli et al., 2006; El & Karakaya, 2009). 

No entanto, estudos relacionados à oliveira não abordam o bagaço que representa potencial alternativa econômica 

devido a sua grande quantidade descartada pelas indústrias. A partir dessa perspectiva, o objetivo da realização deste trabalho 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i6.29090


Research, Society and Development, v. 11, n. 6, e26111629090, 2022 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i6.29090 
 

 

4 

foi avaliar o perfil sensibilidade in vitro de isolados de Sporothrix spp., de Microsporum spp. e de isolados e cepas padrões de 

Candida spp. frente extratos aquosos de bagaço de Olea europeae L., bem como testar a toxicidade celular dos extratos e 

determinar presença e quantidade dos principais compostos fenólicos. 

 

2. Metodologia  

2.1 Tipo de Pesquisa 

O presente trabalho se trata de uma pesquisa experimental abordando o modo quantitativo (Pereira et al., 2018) no 

intuito de avaliação da suscetibilidade in vitro de isolados de Sporothrix spp., fungos do gênero Candida sp. e dermatófitos 

frente a extratos aquosos do bagaço de oliveira, juntamente com análise da presença de oleuropeína e hidroxitirosol, assim 

como toxicidade celular. 

 

2.2 Material Vegetal e Obtenção dos Extratos Aquosos 

O estudo foi realizado com 14 extratos derivados de bagaço de oliveira produzidos na Fazenda Guarda Velha, com 

localização geográfica (31°30'02"S; 53°30'29"O), no município de Pinheiro Machado/RS. As infusões e decocções foram 

preparadas a partir do bagaço em água destilada. Pra infusão, foram colocados os bagaços em água destilada fervente durante 

10 minutos (INF 10’); para decocção, ferveu-se o bagaço em água destilada durante 10 minutos (DEC 10’). Ambas formas de 

extratos foram realizadas em sete diferentes variedades de oliveiras, sendo elas: arbosana, arbequina, coratina, koroneiki, 

frontoio, manzanilla e picual. Todos extratos foram armazenados em frasco âmbar e refrigerados em geladeira.  

 

2.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

Os materiais usados para realização da análise foram o ácido fórmico Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e 

acetonitrila de JT Baker® (Phillipsburg, NJ, USA). A água ultrapura foi obtida utilizando o sistema de purificação 

MegaPurity®. As análises por LC-QTOF MS foram realizadas em um cromatógrafo líquido (UFLC, Shimadzu, Japão) 

acoplado a espectrômetro de massas de alta resolução do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact®, Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanha). A separação cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna Bidentate C18 (100 × 2.1 mm, 

MicroSolv Technology Corporation, Eatontown, NJ, EUA) empregando como fase A água com 0,1% de ácido fórmico (v/v) e 

como fase B acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (v/v) e o seguinte programa de gradiente: 5% B (0,0 min), 0-90% B em 

0.01-15 min, 90% em 15-18 min e 90-5% B em 18,01-20 min. Depois de cada injeção, a coluna foi re-equilibrada por 6 

minutos utilizando a composição do solvente inicial. Para todas as análises foi injetado 10 µL de extrato previamente filtrado 

em membrana de nylon de 0,2µm, empregado um fluxo constante de 0,2 ml/min e a temperatura da coluna foi mantida a 40ºC. 

O espectrômetro de massas foi operado no modo ESI negativo utilizando os seguintes parâmetros: voltagem do capilar, 

+4000V; pressão do gás de nebulização (N2), 2 bar; fluxo do gás de secagem, 8 L min-1, temperatura da fonte, 180°C; colisão 

de RF,150 Vpp; transfer, 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. Os espectros de massas foram adquiridos em um rango 

de 50 a 1200 m/z a 4 espectros/s para ambos modos de ionização. As análises MS/MS foram obtidas por fragmentação 

automática empregando os seguintes valores de energia de colisão: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV e usando 

N2 como gás de colisão. A calibração externa foi realizada utilizando Formiato de sódio 10Mm como calibrante, cobrindo toda 

a faixa de aquisição de 50-1200 m/z. A concentração de hidroxitirosol e oleuropeina foi determinada de forma semi-

quantitativa com base no sinal analitico do padrão interno (reserpina) adicionado a cada amostra (concentração final 4 μg/ml). 

Os íons monitorizados foram: hidroxitirosol ([M- H] - m /z 153,0546) e oleuropeína ([M - H] - m/z 539,1759). 
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2.4 Isolados Fúngicos 

No estudo, foram utilizados isolados e cepas padrões dos principais agentes causadores de candidíase, isolados de 

dermatofitose e esporotricose em animais. Para Candida spp. (n=15), foram usados isolados clínicos de C. albicans (n=08), C. 

glabrata (n=03) e C. tropicalis (n=02), bem como as seguintes cepas-padrões: ATCC 14053 (C. albicans) e IOC 3691 (C. 

albicans). Para dermatófitos, foram usados Microsporum canis (n=06) e M. gypseum (n=10) isolados clínicos de caninos e 

felinos. Para Sporothrix spp., foram usados isolados clínicos de S. brasiliensis (n=20) de caninos e felinos. Os isolados clínicos 

e cepas-padrões foram cedidos pelo Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Micologia Veterinária (MicVet) da Universidade 

Federal de Pelotas (Pelotas/RS, Brasil). 

Anteriormente a todos os testes, as culturas foram repicadas para ágar Sabouraud acrescentado de cloranfenicol e 

incubadas a 37ºC por 48h para Candida spp. e S. brasiliensis, enquanto para os dermatófitos foi a 25ºC por 7 dias. 

Recuperados da micoteca e mantidos a temperatura ambiente para realização dos experimentos (25ºC). 

 

2.5 Teste Antifúngico In Vitro 

Para os testes antifúngicos, foram realizados os testes de microdiluição em caldo, conforme as recomendações 

propostas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) através do protocolo M27-A3 (CLSI, 2008a) para fungos 

leveduriforme e protocolo M38-A2 (CLSI, 2008b) para fungos filamentosos, adaptados para uso de fitoterápicos.  

Inóculos fúngicos de Sporothrix spp. e dermatófitos foram preparados de colônias cultivadas a 27ºC por 7 dias, 

excetuando os isolados/cepas de Candida spp., essas cultivadas a 35ºC por 48h, que foram suspensos em tubos contendo 

solução fisiológico estéril e ajustado a partir da escala McFarland e, posteriormente, em um espectrofotômetro ultravioleta 

(UV) visível (Spectrum Instruments Co., Xangai, China) com transmitância ajustada para 80–82% no comprimento de onda de 

530 nm foram realizadas as leituras. As suspensões foram diluídas em meio RPMI-1640 tamponado com 2% de glicose e 

MOPS [3-(N-morfolino ácido propanossulfônico)] a 1:50, v/v (Sigma®, Steinheim, Alemanha). Como adaptação da 

metodologia, os extratos foram diluídos em série em RPMI-1640 com 2% de glicose e MOPS na microplaca para obter 

concentrações variando de 100 a 1,56 mg/ml. A suspensão fúngica foi adicionada a todos os poços testados (100 μl), 

igualmente nos poços do controle positivo. Suspensões de extrato de oliveira diluídas em RPMI-1640 foram usadas como 

controle negativo. As microplacas foram incubadas a 27ºC por 72 h para obter os resultados de concentração inibitória mínima 

(CIM). Para concentração fungicida mínima (MFC), alíquotas de 10 μl dos poços sem crescimento fúngico visível foram 

transferidas para placas contendo ágar Sabouraud (Acumedia, MI, EUA) e incubadas a 27ºC por 72 h para Sporothrix spp. e 

dermatófitos, e a 35ºC por 48 h para Candida spp., para visualizar o crescimento do fungo. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

2.5.1 Teste de Toxicidade Celular 

Utilizando-se de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney cells), cultivadas em RPMI-1640 acrescida de L-

glutamina, sem bicarbonato de sódio (pH 7,2), suplementado de penicilina-estreptomicina e fungizona (PSF) em atmosfera 

controlada com 5% de CO2, úmida e a 37ºC, o efeito citotóxico foi estabelecido a partir do ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2-5difeniltetrazólico). Adição de tripsina nas células monocamada, suspensas em RPMI-1640, resultando em suspensão 

com cerca de 2x105 células/ml. Alíquotas da suspensão celular foram transferidas para poços de microplacas de 96 poços e 

essas células incubadas juntamente com meio RPMI-1640 acrescido de soro fetal bovino e a 5% de CO2 por 24 horas na 

temperatura de 37ºC. Posteriormente, 100 µl de cada extrato com suas sucessivas diluições foi adicionado às microplacas nas 

concentrações de 100 a 0,78 mg/ml sendo essas testadas em triplicata durante 48 horas com atmosfera controlada de 5% de 

CO2, úmida e a 37ºC. 
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Sequencialmente, adicionou-se 50 µl da solução MTT a 2,5 mg/ml nos poços, incubados a 37ºC por duas horas em 

atmosfera controlada. Em seguida, a solução MTT foi retirada e 50 µl de DMSO (dimetilsufóxido) acrescentado, para desfazer 

os cristais de formazan, e agitados suavemente por 5 minutos. O monitoramento das células foi realizado a partir de um 

microscópio invertido, e os resultados expressos em porcentagem de inibição de acordo com as células controle, está sendo 

considerada 100%. 

 

3. Resultados e Discussão  

Diversos extratos de oliveira já foram testados frente a bactérias e fungos (Markin et al., 2003; Böhmer, 2018), assim 

como sinergismo de compostos fenólicos da folha frente a bactérias (Pereira et al., 2007; Lee & Lee, 2010), aldeídos alifáticos 

frente a isolados e padrões de bactérias (Bisignano et al., 2001; Battinelli et al., 2006), nanoparticulas de prata biossintetizadas 

a partir de extrato aquoso de oliveira frente bactérias (Awwad et al., 2012) , extratos comerciais de folhas de oliveira frente a 

bactérias e fungos leveduriforme (Sudjana et al., 2009). Outros autores testaram isoladamente a atividade de compostos 

específicos presentes em diversas partes da oliveira, testando a oleuropeina notaram atividade inibitórias frente a Mycoplasma 

pneumoniae, M. pirum, M. hominis e M. fermentans encontrando valores de CIM respectivamente de 0,36, 0,32, 0,02 e 0,02 

μg/ml (Furneri et al., 2002). Assim sendo, os compostos presentes nos frutos de azeitona possuem ação antimicrobiana 

podendo esse efeito ocorrer de forma sinérgica ou isolada (Romero et al., 2007; Upadhyay, 2014), contudo, no presente estudo 

não foi observada atividade antifúngica desses extratos aquosos diante dos isolados de dermatófitos e de Sporothrix spp. Já 

para quinze isolados/cepas de Candida spp. testados in vitro, dois foram sensíveis ao extrato de decocção do bagaço de Olea 

europaea L. a partir da concentração de 50 mg/ml de DEC 10’. Os fungos do gênero Candidas que apresentaram sensibilidade 

pertenciam a espécie albicans, identificadas como American Type Culture Collection 14053 (ATCC) e do Instituto Oswaldo 

Cruz 3691 (IOC). A inibição da ATCC 14053 diante da DEC 10’ ocorreu frente às sete variedades testadas, já para cepa IOC 

3691 não foi eficiente nas variedades arbosana e frontoio. (Tabela 1). Frente ao extrato de INF 10’ não se obteve resultado 

inibitório de nenhum isolado testado para as concentrações testadas.  

Resultado que reforça estudo realizado por Korukluoglu et al. (2006), que indica que a forma de obtenção dos 

produtos testados influencia diretamente no resultado final, visto que devido a altas temperaturas para obtenção desses extratos 

aquosos, a fração não polar desses compostos evaporam e por fim acabam por não apresentar a atividade esperada. O mesmo 

autor também testou extratos de folhas de O. europaea extraída com outros solventes como álcool, cetona e acetato de etila que 

demonstraram atividade inibitória e antifúngica. E divergente do estudo supracitado, a matéria prima utilizada não foram 

folhas e sim o bagaço de O. europaea. Porém, outro ponto a ser destacado é o fator comportamento das espécies de Candida 

spp., pois o mecanismo de resposta e defesa das mesmas pode se apresentar de diferentes maneiras (Papon et al., 2013), sendo 

esperado resultados diversos entre as espécies frente a mesmos extratos (Cesar et al., 2021). 
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Tabela 1 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM) da decocção do bagaço de sete variedades de oliveira (Olea europaea) - Arbequina, 

Arbosana, Coratina, Frontoio, Koroneiki, Manzanilla e Picual - frente a isolados clínicos animais com candidose, esporotricose ou dermatofitose por Candida sp., Sporothrix brasiliensis 

e Microsporum sp. 

Espécie fúngica 

(n) 

 Arbequina(mg/ml)  Arbosana(mg/ml)  Coratina(mg/ml)  Frontoio(mg/ml)  Koroneiki(mg/ml)  Manzanilla(mg/ml)  Picual(mg/ml)  

 CIM CFM  CIM CFM  CIM CFM  CIM CFM  CIM CFM  CIM CFM  CIM CFM  

Candida spp. (15)  

C. albicans (8)  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

ATCC 14053 (1)£  25 50  25 25  25 50  50 50  25 25  50 50  25 25  

IOC 3691 (1)£  25 50  >100 >100  3,12 25  >100 >100  3,12 12,5  25 50  3,12 12,5  

C. glabrata (3)  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

C. tropicalis (2)  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

                       

Sporothrix sp. (15)  

Sb (12) †  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

Sb (3)*  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

                       

Microsporum spp. (16) 

M. canis (1) †  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

M. gypseum (2)†  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

M. canis (5)*  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

M. gypseum (8)*  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  >100 >100  

                       

TOTAL  
25 -

>100 
50 - >100  25 - >100 

25 - 

>100 
 

3,12 - 

>100 
25 - >100  

50 - 

>100 
50 - >100  

3,12 - 

>100 

12,5 - 

>100 
 

25 - 

>100 

50 - 

>100 
 

3,12-

>100 

12,5 - 

>100 
 

*Isolado clínico de felinos; † Isolado clinico de canino; Sb – Sporothrix brasiliensis; £ - C. albicans. Fonte: Autores.
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Com relação à toxicidade da decocção (Figura 1) do bagaço de oliveira, observou-se que as concentrações a partir de 

12,5 mg/ml permitiram que pelo menos 50% das células MDBK se mantivessem viáveis. Conforme a concentração de DEC10’ 

se reduzia até 0,78 mg/ml, a viabilidade celular em MDBK aumentavam proporcionalmente. As concentrações de 3,13 até 0,78 

mg/ml foram seguras, pois ocorreu 100% de viabilidade celular. Em relação à infusão (Figura 2), observou-se que a partir da 

concentração 25 mg/ml para a variedade Manzanilla, pelo menos 70% das células se mantiveram viáveis, enquanto o mesmo 

ocorreu para as variedades Picual e Arbequina a partir da concentração 12,5 mg/ml. Para as demais variedades, as infusões 

mantiveram pelo menos 70% das células viáveis a partir da concentração 6,25 mg/ml. 

Considerando que as concentrações necessárias para conferir ação antifúngica nas decocções contra Candida spp. foi 

de 25 a 100 mg/mL, esses extratos apresentaram citotoxicidade alta (>75% toxicidade) nessas concentrações, de acordo com a 

classificação de Mahmoud et al (2011). Contudo, é necessário observar que a avaliação da citotoxicidade se dá pela ação direta 

e sem qualquer interferência dos extratos nas células, podendo essa toxicidade ser superestimada (Reichling et al., 2009).  

 

Figura 1 – Viabilidade de células MDBK frente à decocção do bagaço de sete diferentes variedades de oliveira (Olea 

europaea L.): Arbequina, Arbosana, Coratina, Frontoio, Koroneiki, Manzanilla e Picual. 

 

Fonte: Autores. 
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Figura 2 – Viabilidade de células MDBK frente à infusão do bagaço de sete diferentes variedades de oliveira (Olea europaea 

L.) - Arbequina, Arbosana, Coratina, Frontoio, Koroneiki, Manzanilla e Picual. 

 

Fonte: Autores. 

 

Os compostos químicos explorados através da CLAE foram oleuropeina e hidroxitirosol, que de acordo com a 

literatura são os compostos fenólicos presentes nos extratos que interferem na ação antimicrobiana. Hidroxitirosol foi 

encontrado em diferentes concentrações nos extratos, variando de 8 x10-4 a 34 x10-4 mg/ml em INF 10’ e de 11 x10-4 a 81 x10-4 

mg/ml em DEC 10’. 

A oleuropeína é um secoiridoide presente majoritariamente em folhas de Olea europeae, estudos estimam que pode 

variar de 60-90mg/g sua concentração em matéria seca folhar (El & Karakaya 2009), porém o presente estudo demonstrou que 

no bagaço, a partir de extração aquosa, essas concentrações são extremamente menores, variando de 7 x10-3 a 87 x10-3 mg/ml 

em DEC 10’ (Figura 3), destacando as variedades coratina, koroneiki e picual possuindo maior concentração (0,030 a 

0,087mg/ml). Já em INF 10’ foi detectada em concentrações variando de 1 x10-3 a 8 x10-3 mg/ml, e ausência do composto nas 

variedades arbosana, arbequina, frontoio e manzanilla  
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Figura 3 – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) de extratos de bagaço decocção (DEC10’) de oliveira (Olea 

europaea L.). 

 

Fonte: Autores. 

 

A quantidade dos compostos fenólicos encontrados parece interferir na atividade antimicrobiana, onde os extratos de 

DEC 10’ que possuíam maior quantidade de oleuropeína, variando de 87 x10-3 a 7 x10-3 mg/ml, foram os extratos que melhor 

inibiram os isolados e que também apresentam ação antifúngica. Já os compostos que obtiveram concentração de oleuropeína 

menor que 2 x10-3 mg/ml não apresentaram atividade.  

Considerar o tipo de extrato é importante, pois os mesmos podem variar na constituição e quantidade de composto 

presente, dependente do tipo de extração utilizada entre outros fatores de acordo com características da planta, solo, umidade, 

colheita, e época do ano. É importante salientar que, de acordo com o tipo de extrato, as concentrações dos seus constituintes 

podem variar e essas diferenças de quantidade e tipo de composto explica o porquê de alguns autores verificarem atividade 

antimicrobiana do produto enquanto outros não (Presti et al., 2017).  

Assim, pressupõe-se que, entre outros fatores, os extratos de bagaço de O. europaea testados não apresentaram 

atividade antifúngica por já terem passado por diversos processos de extração, obtendo assim menor teor de compostos 

bioativos (Goldsmith et al., 2014; Nunes et al., 2018) devido a esses processamentos realizados no produto inicial e também a 

baixa concentração inicial utilizada nos testes.  

Segundo a literatura até então consultada, não foram encontradas referências sobre a utilização de extratos aquosos a 

partir do bagaço (matéria resultante do processamento da indústria do azeite) frente à fungos, portanto é um estudo pioneiro, 

sendo o primeiro a utilizar esse tipo de substrato da olivicultura para realização dos testes de sensibilidade in vitro e também 

em testes de citotoxicidade celular. Conforme os resultados obtidos, o aproveitamento do bagaço residual na indústria de 

azeites de olivas não foi válido para uso antifúngico contra isolados fúngicos de Sporothrix brasiliensis sp. e Microsporum sp., 

embora tenha sido parcialmente ativo contra Candida spp. 

 

4. Conclusão  

O estudo demonstra que o extrato de DEC 10’ foi efetivo frente a duas cepas padrões de C. albicans, a partir de 

concentrações de 3,12mg/ml, apesar de não possuir valor estatístico, pode-se aprimorar as concentrações utilizadas, visto que 
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na comparação de extratos os efetivos foram o que obtiveram maiores concentrações de oleuropeína, demonstrada pela CLAE. 

Verificou-se que os extratos aquosos de bagaço a 10 minutos de O. europaea não foram eficientes para eliminar e/ou 

inibir o crescimento fúngico frente a isolados de dermatófitos e de Sporothrix spp. A viabilidade celular variou de 15 a 50% 

em extratos de DEC 10’ com concentrações a partir de 25mg/ml, que foi efetivo frente a duas cepas.  Os extratos de INF 10’ 

não inibiram os isolados em nenhuma das concentrações testadas (de 100 a 0,078 mg/ml) apesar de apresentarem oleuropeina e 

hidroxitirosol (exceto nas variedades arbequina, arbosana, frontoio e manzanilla em que não revelaram presença de 

oleuropeina). Nos extratos de DEC 10’ obteve-se concentrações de oleuropeína de 7 x10-3 a 87 x10-3 mg/mL, O hidroxitirosol 

variou em 8 x10-4 a 34 x10-4 mg/ml nos extratos de INF 10’ e de 11 x10-4 a 81 x10-4 mg/ml em extratos de DEC 10’. A partir 

de mais estudos e através da calibração das concentrações os extratos aquosos de bagaço podem ser promissores e auxiliar em 

terapias antifúngicas, não só pela sua atividade antimicrobiana, mas também outras atividades benéficas dos extratos e para 

devida inserção dos extratos de Olea europaea L., os testes in vivo utilizando modelos experimentais são necessários para dar 

continuidade do estudo da oliveira avançando para possível utilização terapêutica. 
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