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Avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana do extrato de erva-mate (llex
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RESUMO: llex paraguariensis A. St. - Hil. (erva-mate) é uma arvore pertencente a familia
Aquifoleaceae, nativa da regido sul da América do Sul e de grande importancia cultural e econémica
para os trés estados da regido sul do Brasil. O presente trabalho determinou o potencial
antimicrobiano do extrato de erva-mate obtido por fluido supercritico, frente a alguns
microrganismos. As folhas de llex paraguariensis foram coletadas na regido norte do RS. O
extrato bruto da planta desidratada foi obtido pelo método de extracao com fluido supercritico,
utilizando dioxido de carbono (CO,) como solvente. Foi obtida a solugdo mée desse extrato (100
mg mL?) que a seguir foi diluido (50; 25; 12,5; 6,25 mg mL?) para avaliacdo da atividade
antimicrobiana por meio da técnica de difusédo do disco em agar Mieller Hinton, sobre cepas de
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212). As
analises foram efetuadas em triplicata, utilizando como controle negativo disco estéril sem
impregnacao e como controle positivo discos de antibiéticos comerciais variaveis de acordo com
a espécie bacteriana. Ap6s 16 a 24h de incubacéo a 35°C os halos com significancia foram
medidos. Observou-se atividade antimicrobiana frente a S. aureus (halos de inibicdo variaram
entre 7 e 18 mm) e para P. aeruginosa (halos entre 6 e 11 mm), ambos nas concentracdes de 100
até 25 mg mL*. O extrato obtido por extracdo em fluido supercritico de llex paraguariensis
apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus e P. aeruginosa.

Palavras-chave: llex paraguariensis, atividade antimicrobiana, extrato bruto obtido por método
do CO, supercritico

ABSTRACT: Preliminary evaluation of the antimicrobial activity of “erva mate” (llex
paraguariensis A. St. - Hil.) extract obtained by using supercritical CO.,. llex paraguariensis
A. St. - Hil. (“erva mate”) is a tree of the Aquifoliaceae family, native to the south region of South
America and of great cultural and economic importance for the three states of the south region of
Brazil. The present study aimed to determine the antimicrobial potential of “erva mate” extract
obtained by supercritical fluid against some microorganism strains. The leaves of llex paraguariensis
were collected in the north region of Rio Grande do Sul State. The crude extract of dehydrated
plant was obtained by supercritical fluid extraction, using carbon dioxide (CO,) as solvent. The
extract mother solution (100 mg mLt) was diluted (50; 25; 12, 5; 6.25 mg mL™?) for antimicrobial
activity evaluation, by means of disk diffusion method on Muieller-Hinton agar, against strains of
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
The analyses were done in triplicate, using as negative control sterile disk without impregnation
and as positive control, commercial antibiotic disks according to the bacterial species. After 16-
24h incubation at 35°C, the diameters of inhibition zones were measured. Antimicrobial activity
was observed against S. aureus (inhibition zones between 7 and 18 mm) and P. aeruginosa
(inhibition zones between 6 and 11 mm), both at the concentrations of 100 mg mL* to 25 mg mL™.
The extract of llex paraguariensis obtained by supercritical fluid presented antimicrobial activity
against S. aureus and P. aeruginosa.
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INTRODUCAO

Ha muitos anos a Organizacdo Mundial de
Salde incentiva o estudo de plantas conhecidas
como medicinais, tendo como objetivo avaliar
cientificamente os medicamentos fitoterapicos e os
beneficios, além dos riscos do uso indevido (Loguercio
etal., 2005). Estima-se que de 65 a 80% da populacao
mundial tenha nas plantas o principal recurso de
atendimento basico a saude (Goncgalves et al., 2005).

Nos ultimos anos, o interesse por plantas
com atividade antimicrobiana tem aumentado
significativamente. Um dos fatores relevantes para a
procura de novas substancias que substituam os
medicamentos atualmente usados consiste no uso
indiscriminado destes medicamentos e na resisténcia
bacteriana ja existente aos mesmos (Bispo et al., 2007).

Desta forma, uma das alternativas no
tratamento de diversas infec¢des tem sido o uso de
produtos naturais. No Brasil, as plantas medicinais
séo de extrema importancia e extensamente utilizadas
de acordo com o conhecimento adquirido através dos
imigrantes de origem européia, africana e asiatica ou
dos povos indigenas (Gilbert et al., 1997).

llex paraguariensis A. St. - Hil., popularmente
conhecida como erva-mate, era consumida pelos
indigenas habitantes do sul do Brasil muito antes da
chegada dos colonizadores (Evans, 1998). A planta
pertence a familia Aquifoliaceae e € uma espécie nativa
das regides temperadas e subtropicais da América
do Sul, estando presente principalmente na Argentina,
Paraguai e Brasil, sendo neste amplamente difundida
nos estados do sul (Bruneton, 1993; Esmelindro et
al., 2002).

No Brasil a area de dispersao abrange
aproximadamente 450.000 km? (Valduga et al.,
2003a). Aatividade ervateira é desenvolvida em cerca
de 450 municipios do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo e Mato Grosso do Sul,
0 que engloba algo em torno de 750 indUstrias e um
total de 700.000 empregos diretos e indiretos, gerando
producdo anual estimada em torno de 650.000
toneladas (Mosele, 2002).

Na producédo da erva-mate ndo se emprega
gualquer tipo de agente quimico, apenas adubos
orgéanicos naturais (Valduga et al., 2003b).

Diversos trabalhos ressaltam a complexidade
da composicao quimica da erva-mate, pois a mesma
apresenta diversas classes, tais como, alcaléides
(principalmente cafeina, teobromina, teofilina), alcoois,
cetonas, fendis, acidos graxos, saponinas, metilxantinas,
vitaminas (A, B1, B2, C e E), minerais, além de celulose,
dextrina, sacarina e gomas (Borille etal., 2005; Bortoluzzi
etal., 2006; Kaspary & Valduga, 2008).

As analises dos compostos presentes em
llex paraguariensis A. St. - Hil. conferem diversas
propriedades de valor terapéutico e a torna
recomendavel como anti-inflamatdrio, antirreumatico,
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estimulante e lipolitico, além de ser indicada em casos
de astenia ocasional e ser coadjuvante no tratamento
de sobrepeso (Gosmann, 1989; Bromatos, 2000).

Ao mesmo tempo em que ocorre expressiva
busca pela ampliacdo do mercado da erva-mate
incentivado pela industria ervateira, a inddstria quimica
e farmacéutica vem mostrando interesse na pesquisa
e desenvolvimento de novos produtos e utilidades para
a planta (Mosele, 2002).

No campo da microbiologia, testes realizados
com extratos de llex paraguariensis A. St. - Hil.
comprovam o potencial antimicrobiano frente a uma
variedade de bactérias, entre elas, a Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Pseudomonas
fluorescens (Hongpattarakere & Johnson, 1999).

Entre os patdgenos mais utilizados em
estudos sobre antimicrobianos estéo Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Dall’ Agnol et al., 2003; De
Souza et al., 2004; Farago et al., 2004), além de
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa
(Bispo et al., 2007).

O presente trabalho determinou o potencial
antimicrobiano in vitro do extrato de erva-mate obtido
por fluido supercritico usando CO, como solvente, frente
as bactérias Acinetobacter baumanii, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODO

Obtencéo e preparacdo do material vegetal
O material vegetal foi disponibilizado pela
Ervateira Baréo, de cultivos adensados de
monoculturas ao sol, situados no municipio de Baréo
de Cotegipe (27°37'15" de latitude Sul e 52°22’ 47"
Oeste, 765 m de altitude), norte do Estado do Rio
Grande do Sul. Foram coletados, em outubro de 2008,
ramos com folhas e flores de erva-mate com idade
de 12 meses. A planta foi identificada como llex
paraguariensis A. St. - Hil., da familia Aquifoleaceae,
pelo boténico J. Sampaio e uma exsicata foi
depositada no Herbario Padre Balduino Rambo sob
ndmero 11326. Em seguida as folhas foram colocadas
em estufa de ar circulante a temperatura de 30-35°C
para secagem, realizando-se a seguir a trituracdo em
moinho de facas. Posteriormente as amostras foram
embaladas a vacuo e armazenadas em sacos
plasticos pretos a fim de protegé-las do ar e da luz,
evitando assim possivel oxidagao.

Preparacdo do extrato bruto por fluido
supercritico
A preparacdo do extrato ocorreu no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos da URI —
Campus de Erechim (RS), seguindo metodologia
descrita a seguir. A obtencdo do extrato de llex
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paraguariensis foi realizada pelo método de extracéo
com fluido supercritico (SFE), utilizando dioxido de
carbono (CO,) como solvente. Para se obter o maior
namero de constituintes quimicos no extrato, as
condic¢6es de extracao ficaram definidas em 40°C de
temperatura e 250 atm de pressao. As variaveis, vazao
do solvente e massa de erva-mate, foram mantidas
constantes em 5 g mint e 70 g respectivamente
(Jacques, 2005).

O oleo solubilizado obtido foi suspenso em
diclorometano, preparando-se a solucdo mée do
extrato com concentracdo igual a 100 mg mL+, que
a seguir foi diluida nas proporgées de 1.0, 1:1, 1:3,
1:7 e 1:15 obtendo-se concentra¢des de 100 mg mL?,
50 mg mL?, 25 mgmL?, 12,5mgmL?te 6,25 mgmL?,
respectivamente.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliac&o da atividade antimicrobiana
do extrato de erva-mate foram realizados testes em
triplicata com cepas de Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como modelos
de bactérias Gram-negativas; Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212
como modelos de bactérias Gram-positivas. Para a
avaliaco da susceptibilidade dos microrganismos ao
extrato e aos antimicrobianos foi utilizado o método
da Difusao em agar.

As bactérias em teste foram inoculadas em
agar nutriente por 24h a 35°C com a finalidade de
crescimento das mesmas. A seguir, 4 a 5 colénias
de cada microrganismo foram suspensas em solucéo
fisiologica 0,9% até obter-se a turvagdo equivalente
ao padrao 0,5 da escala MacFarland. Um swab estéril
foi introduzido na suspenséo ajustada, o excesso do
inéculo foi retirado comprimindo 0 mesmo na parede
interior do tubo e, em seguida, difundido na superficie
do agar Mieller-Hinton, em trés diferentes dire¢fes
(Oplustil et al., 2000).

Nas placas semeadas com 0s microrganismos
foram distribuidos os discos de papel filtro Whatmann®,
estéreis, com 5 mm de didmetro e contendo 10 uL do

extrato nas diferentes concentracdes obtidas,
correspondendo a 1,0; 0,5; 0,25; 0,12 e 0,06 mg de
extrato, respectivamente.

Como controle negativo utilizou-se discos de
papel filtro sem a adicdo do extrato e outros com
diclorometano. Como controle positivo (sensivel) foi
utilizado a ceftazidima, ceftriaxona, imipenem e
gentamicina para Acinetobacter baumannii;
ciprofloxacina, penicilina e vancomicina para
Enterococcus faecalis; ampicilina, ciprofloxacina,
ceftriaxona e gentamicina para a Escherichia coli;
ciprofloxacina, gentamicina e imipenem para
Pseudomonas aeruginosa; eritromicina, gentamicina,
oxacilina e vancomicina para Staphylococcus aureus.

Os discos de antibioticos comerciais,
usados como controles de qualidade frente aos
microrganismos, foram selecionados por terem
importante indicagdo clinica, além de seguir as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007), pois possuem limites aceitaveis
para estas cepas controle e tém a finalidade de
monitorar a acuracia do teste de difus&o do disco.

ApoOs este procedimento as placas foram
fechadas, invertidas e incubadas a temperatura de
35°C por 16-18h, com excecdo do Staphylococcus
aureus e do Enterococcus faecalis que
permaneceram em estufa por 24h. Os discos de
oxacilina e vancomicina para Staphylococcus aureus
e vancomicina para Enterococcus faecalis exigem
24h de incubacéo. Por ultimo foi realizada a medicéo
dos halos de inibicdo.

RESULTADO E DISCUSSAO

O extrato bruto obtido por fluido supercritico
das folhas de llex paraguariensis de cultivos
adensados homogéneos demonstrou atividade
antimicrobiana em duas das cinco bactérias testadas
neste estudo preliminar. Os discos sem adi¢édo do
extrato e com diclorometano ndo demonstraram
nenhum halo de inibicdo frente as bactérias,
comprovando que o diclorometano néo interferiu na
acao antimicrobiana do extrato.

TABELA 1. Resultados obtidos pelo método de difuséo do disco, utilizando extrato bruto, obtido por método do
CO, supercritico, das folhas de llex paraguariensis A. St. - Hil. em diferentes quantidades. Considerando R -

Resistente, e halos de inibicdo (mm).

Microrganismo 1,0mg 05mg 0,25mg 0,12 mg 0,06 mg
Acinetobacter baumannii R R R R R
Escherichia coli R R R R R
Enterococcus faecalis R R R R R
Staphylococcus aureus (18) (13) @) R R
Pseudomonas (12) (8) (6) R R
aeruginosa
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Os ensaios da atividade antimicrobiana in
vitro mostraram que o extrato inibiu o crescimento
das cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), porém nao
foi capaz de inibir o crescimento das cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e Acinetobacter baumannii (ATCC
19606), como demonstra a Tabela 1. Os controles
utilizados e seus respectivos halos estdo expostos
na Tabela 2.

Os resultados, mesmo que preliminares,
evidenciaram a susceptibilidade das cepas de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
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nas quantidades de 1,0; 0,5 e 0,25 mg do extrato
bruto da erva-mate, o que demonstra que a resposta
inibitoria parece ser dose dependente.

O extrato obtido ndo apresentou atividade
frente a bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis
e as Gram-negativas Escherichia coli e Acinetobacter
baumannii em nenhuma das concentracdes testadas.
Porém, o extrato apresentou atividade frente a bactéria
Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa.

Nos testes realizados por Gongalves et al.
(2005) utilizando extrato hidroalcoolico (100 mg mL-
1), de erva-mate, houve inibicdo no crescimento do
Staphylococcus aureus e ndo de Escherichia coli e

TABELA 2. Resultados dos testes de controle (antibidticos comerciais) com relacdo a cada microrganismo.

Considerando halos de inibigcdo (mm).

Microrganismo AMP CIP CRO GEN OXA IPM VAN PEN ERI CAz
Acinetobacter baumannii - - (25) (18) - (26) - - - (22)
Escherichia coli (22) (40) (35) (25) - - - - - -
Enterococcus faecalis - (28) - - - - (23) (30) - -
Staphylococcus aureus - - - 27 (22 - (21) - (30) -
Pseudomonas aeruginosa - (29) - (20) - (28) - - - -

AMP (ampicilina 10 pg), CIP (ciprofloxacina 5 pg), CRO (ceftriaxona 30 pg), GEN (gentamicina 10 pg), OXA
(oxacilina 1 pg), IPM (imipenem 10 pg), VAN (vancomicina 30 pg), PEN (penicilina 10 pg), ERI (eritromicina 15 pg),

CAZ (ceftazidima 30 ug).

Pseudomonas aeruginosa. Os resultados diferem
parcialmente dos encontrados nesse estudo, o qual
apresentou atividade antimicrobiana frente a P.
aeruginosa inclusive em concentracdes menos
elevadas.

Diferentes autores tém reportado que a
relacdo entre a sensibilidade microbiana aos extratos
e a estrutura celular das bactérias ndo estd bem
esclarecida, e ndo possuem regra geral para tais
interacdes. Porém é proposto que a ac¢ao inibitdria
mais eficiente ou menos eficiente dos extratos sobre
as bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas podem ser associadas as peculiaridades
da composicao dos extratos agindo sobre a
composicao celular dos microrganismos (Deans &
Ritchie, 1987; Dorman & Deans, 2000).

Segundo Srinisavasan et al. (2001), ha
relacdo entre o teor de determinadas substancias
ativas existentes na planta e a atividade dessas
substancias contra bactérias Gram-positivas, pois
estas apresentam parede celular quimicamente
menos complexa, menor teor lipidico e auséncia de
membrana celular externa em comparacao com as
Gram-negativas.

De Biasi (2007), em estudo antimicrobiano
com extrato hidroalcodlico de folhas de erva-mate
expostas ao sol (100 e 50 mg mL*), demonstrou

atividade frente a Staphylococcus aureus em ambas
concentragdes e para Pseudomonas aeruginosa em
100 mg mL*, ndo demonstrando atividade frente a
Escherichia coli.

Os resultados encontrados por outros
autores diferem parcialmente dos encontrados no
presente estudo, provavelmente em razdo do método
de extracao, época da coleta e exposi¢do ou ndo da
planta ao sol durante o cultivo.

Haraguchi et al. (1999) sugerem que os
triterpenos encontrados nas plantas do género llex
geram mudanca na permeabilidade da membrana,
resultando na alteracdo da membrana lipidica do
microrganismo, sendo essa a razao da atividade
antimicrobiana.

Hongpattarakere & Johnson (1999) afirmam
que os metabdlitos secundarios da erva-mate, como
cafeina, triterpenos, derivados do 4cido clorogénico
entre outros sdo 0s responsaveis pela atividade
antimicrobiana tanto para bactérias Gram-negativas
como para bactérias Gram-positivas.

Uma das dificuldades encontradas para
realizacdo desse estudo foi a falta de padronizacdo
dos testes de susceptibilidade antimicrobiana,
principalmente para extratos lipofilicos. Além disso,
existem pouquissimos estudos sobre atividade
antimicrobiana de extratos obtidos por fluido
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supercritico, os estudos existentes sobre
antimicrobianos sdo basicamente sobre extratos
derivados de métodos tradicionais como aquoso e
hidroalcodlico, tornando dificil avaliar se os resultados
encontrados expressam legitimamente a realidade.

Normalmente as substancias testadas pelos
métodos propostos pelo CLSI tém carater hidrofilico e
as avaliacbes séo padronizadas para esta condicao.
Nos ensaios com extratos lipossolliveis deve considerar
gue estes sao viscosos, complexos e insoliveis em
agua. A falta de padronizacdo dos testes de
susceptibilidade antimicrobiana tem sido empecilho
encontrado para este tipo de pesquisa (Hood et al., 2003).

Na técnica utilizada na avaliagéo (difusao do
disco) os dados gerados sdo somente preliminares e
qualitativos, devido a natureza hidréfoba do extrato
da planta e ja que essa propriedade impede a difusao
uniforme dessas substancias através do meio
contendo agar (Lambert et al., 2001).

A descoberta de plantas endémicas com
potencial terapéutico torna-se cada vez mais
importante, pois a sociedade necessita de novos
farmacos que sejam de qualidade e acessiveis
economicamente. Levando-se em consideragéo os
resultados obtidos neste estudo preliminar, é possivel
sugerir que o extrato bruto de erva-mate (llex
paraguariensis A. St. - Hil.) obtido por fluido
supercritico utilizando CO, como solvente constitui
uma perspectiva para obtencgéo de antibiético natural,
por apresentar atividade antimicrobiana frente a
microrganismos como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.
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