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RESUMO

Dentre as inumeras espécies da flora nativa brasileira, encontra-se a Ilex paraguariensis, conhecida popu-
larmente como erva-mate. Estudos atribuem diversas atividades bioldgicas para essa espécie. O trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade antifiingica e antibacteriana do 6leo volatil, extrato das folhas e dos
ramos da I. paraguariensis. O material vegetal foi coletado na URI (28°16°41.4”S 54°16’13.0°W) em Santo
Angelo - RS/Brasil, sendo moido e filtrado e o 6leo volétil obtido por hidrodestilagio. A atividade anti-
microbiana foi avaliada empregando a técnica de difusao em meio sélido Brain heart infusion (BHI). As
bactérias utilizadas foram Corynebacterium fimi, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis e Escherichia coli. Para a atividade antifungica, foi empregado o método de
difusdo em meio solido agar Patato dextrose (PDA), e os fungos utilizados foram Aspergillus phoenicis
isolado, Aspergillus niger, Fusarium sp. e Fusarium sp. isolado clinico. As aliquotas empregadas foram as
mesmas, tanto para as bactérias quanto para os fungos, de 25 e 50 uL nas concentragdes de 50 e 100 mg/mL
do dleo e extratos. Os resultados obtidos, quando comparados aos resultados de inibi¢ao do antifungico
comercial Fox’, usados como padrao comparativo, comprovaram a acentuada atividade antimicrobiana
apresentada pelo o6leo de I. paraguariensis. Entre os diferentes extratos testados, o de folhas apresentou
melhor resultado para atividade antimicrobiana, com a concentragdo de 100 mg/mL do dleo. O dleo volatil
de I. paraguariensis, por apresentar halos de inibigdo superiores a 10 mm, indica uma boa atividade anti-
microbiana.

Palavras Chaves: Atividade Antimicrobiana; Ilex paraguariensis; Oleo Volatil e Extratos.

ABSTRACT

Evaluation of the antimicrobial activity of volatile oil and ethanolic extracts of leaves and branches of
Ilex paraguariensis A. St.-Hil. (Erva-mate). Among the many species of Brazilian native flora is Ilex para-
guariensis, popularly known as erva-mate. Studies attribute several biological activities to this species. The
objective of this work was to evaluate the antifungal and antibacterial activity of the volatile oil, extract of
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the leaves and the branches of the I. paraguariensis. The plant material was harvested at URI (28 ° 16’41.4
“S$ 54 °16’13.0” W) in Santo Angelo - RS / Brazil, being ground and filtered and the volatile oil obtained
by hydrodistillation. The antimicrobial activity was evaluated using the Brain Heart infusion (BHI) solid
medium. The bacteria used were Corynebacterium fimi, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylo-
coccus aureus, Salmonella enteritidis and Escherichia coli. For antifungal activity the method of diffusion
in agar medium Patato dextrose agar (PDA) was used. The fungi used were Aspergillus phoenicis isolated,
Aspergillus niger, Fusarium sp. and Fusarium sp. isolated clinic. The aliquots employed were the same for
both bacteria and fungi of 25 and 50 pL at the concentrations of 50 and 100 mg / mL of oil and extracts. The
results obtained, when compared to the results of inhibition of Fox® commercial antifungal, used as a com-
parative standard, proved the marked antimicrobial activity of I. paraguariensis oil. Among the different
extracts tested, the leaves showed better results for antimicrobial activity with the concentration of 100mg
/mL of the oil. The volatile oil of I. paraguariensis, due to the presence of inhibition halos greater than 10
mm indicates a good antimicrobial activity.

Keywords: Antimicrobial Activity; Ilex paraguariensis; Volatile Oil and Extracts.

INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma extensa biodiversidade em sua flora e fauna, com um nimero inestimavel
de espécies (Fenner et al., 2006). Ainda, por ser um pais de carater tropical, essas plantas produzem de trés
a quatro vezes mais constituintes quimicos ativos, quando comparadas as plantas de areas onde o clima
¢ temperado. Dessa forma, as espécies brasileiras demonstram relevincia mundial na busca de produtos

naturais, com potencial atividade bioldgica e utilizagao industrial (Cavalcanti et al., 2012; Yu et al., 2015).

Dentre as inimeras espécies da flora nativa brasileira, com propriedades bioldgicas de interesse,
encontra-se a Ilex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae), espécie conhecida popularmente como erva
-mate. E distribuida no Brasil nos estados do Parang, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, em algumas 4reas
do Mato Grosso do Sul e ainda no Paraguai, Argentina e Uruguai. (Burris ef al., 2011). Apresenta grande
importancia econdmica, social e cultural nessas regides. Nos Estados Unidos, esta crescendo, em popula-

ridade, como um suplemento e/ou ingrediente alimentar. (Yu et al., 2015).

As folhas e ramos da erva-mate sdo utilizados, principalmente, na produgdo de bebidas como chi-
marrao, tereré e chas (de Morais et al., 2009). Estudos recentes tém revelado importantes substancias qui-
micas que compdem o perfil fitoquimico dessa planta: flavondides, terpendides, metilxantinas, saponinas,
taninos, carotendides, aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, proteinas, glicidios, vitaminas e minerais

(Gnoatto et al., 2005; Heck e Mejia, 2007).

Varios estudos sugerem que o consumo dos produtos oriundos da erva-mate apresentam atividade
antioxidante, antiobesidade, antidiabética, estimulante e capacidade diurética (Filip et al., 2010, Pagliosa
2010; Yu et al., 2015). Pesquisas vém demonstrando a atividade antibacteriana e antifingica da erva-mate e
a necessidade de maiores estudos (Burris et al., 2011; Cornellas et al., 2011; Petrovié et al., 2012). Nesse sen-
tido, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade antifiingica e antibacteriana do 6leo volatil, extrato

das folhas e dos ramos da I. Paraguariensis A. St. Hil.
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MATERIAIS E METODOS
Preparacdo do material vegetal

Folhas e ramos da I. paraguariensis A. St. Hil. foram coletados na Universidade Regional Inte-
grada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Campus de Santo Angelo, sob as coordenadas geograficas
(28°16°41,47S, 54°16'13”W), no més de agosto de 2015, no municipio de Santo Angelo, Rio Grande do
Sul, Brasil. Para obten¢ao do dleo volatil, foram utilizadas 800 gramas de folhas frescas, lavadas com agua
corrente, separadas para a moagem e extragao do 6leo. Para obten¢ao dos extratos, as folhas frescas foram
separadas, lavadas, secas em sombra e pesaram 500g. Posteriormente, o material foi moido e macerado por
72 horas, submerso em 400 ml de etanol 70%, com renovacao de solvente a cada 24 horas. Em seguida, foi
realizada a filtragem com papel filtro e evaporado com auxilio de rotaevaporador. Apos evaporar, o extrato
foi pesado, obtendo 0,857g, um rendimento de 5,8%. Previamente & avaliacao da atividade antimicrobiana,
os extratos foram diluidos em etanol 70% nas concentragdes de 100 mg/mL e 50 mg/mL. O etanol 70% foi
escolhido como diluente por ter sido testado nos microrganismos e nao apresentar atividade antimicrobia-
na. O ¢leo foi extraido por hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger (F. Bras. V, 2010), durante 4 horas.
O oleo volatil nao foi diluido. Os rendimentos foram calculados em termos de porcentagem conforme
(Mendes et al., 2006).

Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos de folha, ramos e do 6leo volatil da erva-mate foi determina-
da como descrito por (De Biasi et al., 2009), com modificages. Uma aliquota de 25 pL e 50 uL dos extratos
e do 6leo volatil foi aplicada na placa de Petri, contendo 4gar Brain heart infusion (BHI - HIMEDIA/India)
previamente inoculada, com uma suspensao da linhagem indicadora (Tabela 1), em solugao fisiologica
com turvagao equivalente ao padrio 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL). As
placas foram incubadas por 24h, a 37°C, e, entao, as zonas de inibi¢ao ao redor dos discos foram mensu-
radas com auxilio de régua. Os microrganismos foram considerados resistentes (R) aos extratos, quando o
halo de inibi¢do se apresentou inferior a 10mm. Quando ndo houve crescimento ou inibi¢ao total, foram
considerados ndo determinados (ND). O experimento foi realizado em triplicata, no qual foi calculado a

média e distribuida em tabela. Solugao salina foi empregada como controle negativo.

Os microrganismos utilizados foram: Corynebacterium fimi NCTC 7547, Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC 9634, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enteritidis ATCC,
Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia coli comensal.

Atividade Antifungica

A atividade antifungica dos extratos e do 6leo volatil da erva-mate foi avaliada em placas com agar
Patato dextrose (PDA -Difco, USA), conforme descrito por (Benitez et al., 2010). Em torno do disco central
da espécie fngica (0,5 cm de diametro), discos de papel filtro (Whatman, tipo 3) estéreis (0,5 cm) foram

colocados a 1 cm a partir dele. Aliquotas de 25 pL e 50 uL do 6leo volatil e do extrato foram entdo aplicadas
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nesses discos. As placas foram incubadas a 30°C, durante 48 horas ou até que o crescimento do micélio,
a partir do disco central, envolvesse o disco periférico contendo o controle negativo (solugao salina). Os
fungos foram considerados resistentes (R) aos extratos quando néo foi verificado halo de inibi¢do. O expe-

rimento foi realizado em triplicata, e, posteriormente, foi calculado a média e distribuido em tabela.

Como controle negativo, foi empregada solugao salina. Como controle positivo, foi utilizado o fun-
gicida comercial, do tipo mesostémico e sistémico FOX" (Bayer - Brasil), na concentragdo de 2 pL, diluido
em dgua conforme recomendagao do fabricante. Os fungos utilizados foram: Aspergillus phoenicis isolado,
Aspergillus niger ATCC 9020, Fusarium sp. ATCC 52925, Fusarium sp. ATCC 85992 e Fusarium sp. isolado

clinico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana dos extratos e do dleo estdo relacionados na tabela 1.
Tanto o 6leo quanto os extratos oriundos da erva-mate apresentaram atividade antimicrobiana contra as
bactérias testadas. Nossos resultados corroboram com o trabalho de Girolometto et al. (2009), no qual a
atividade antimicrobiana da espécie I. paraguariensis contra Escherichia coli (ATCC 11.229), Staphylococ-

cus (ATCC 25.923) e Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) é verificada.

Gongalves et al., (2005), em seus estudos com extratos etanélicos das folhas de erva-mate (100 mg/
mL), demonstrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, e auséncia de atividade contra
Escherichia coli. Porém, Burris et al., (2012), em seu estudo com o extrato aquoso da erva-mate, apresentou

atividade antibacteriana contra duas linhagens de Escherichia coli.

Tabela 1. Atividade antibacteriana dos extratos e 0leo da erva-mate.

Extratos de Ramos Extratos de folhas Oleo volatil
Microrganismo 100 mg/ml. 50 mg/mL. 100 mg/ml. 50 mg/ml. 100 mg/ml. 50 mg/mL
25 50 25 50 25 50 25 50 25 50 25 50
uL  upul pL pbL pbL pL pL pl pL pL pl pl
C. fimi NCTC 7547 07 14 03 1 07 16 05 07 07 14 06 09
L. monocytogenes
ATCC 7644 o8 12 04 06 09 1,3 06 07 09 1,5 07 08

B cerensATCC9634 07 1 R R 08 13 07 08 08 1,7 05 1,1

S, anreus ATCC
25923 o8 1,1 06 09 07 1,2 05 07 07 16 06 12

S Enteritidis ATCC 05 1 04 08 07 13 05 06 07 16 07 13
E. coli ATCC 25922 08 12 05 07 08 L4 06 09 08 L7 06 12
E. coli comensal 07 11 04 08 09 13 07 09 09 18 08 13

* Os halos de inibi¢do sdo expressos em centimetros. R- Resistente.
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A atividade da erva-mate é demonstrada em diversos estudos, entre eles, cita-se o estudo de De

Bona et al., (2010), em que a atividade do extrato aquoso da erva-mate contra diferentes linhagens de Sal-

monella spp., de origem avicola, demonstrou tanto efeito bacteriostatico, quanto bactericida.

Nos primeiros estudos de 6leos da erva-mate, Kubo et al., (1993) verificaram a atividade antimi-
crobiana, dos constituintes volateis do o6leo essencial da erva-mate processada, e atribuiram ao linalol,
composto mais abundante, agdio moderada contra a bactéria Streptococcus mutans. Em relagdo ao linalol,
também ¢é reportada a importante atividade antifingica, anti-helmintica (Henriques et al., 2007) e agdo
anticonvulsiva (Brum et al., 2001). Entretanto, é importante salientar que, devido a complexidade quimica
dos dleos essenciais, torna-se pouco palpavel relacionar propriedades, como a atividade biolégica, com as
substancias presentes de uma forma isolada, uma vez que podem atuar como sinergistas entre os proprios

constituintes volateis, bem como com demais compostos presentes (Henriques et al., 2007).

Existem relatos que descrevem a agao dos sais imidazolicos da erva-mate contra bactérias e fungos
como Aspergillus flavus (Gupta, 2011), entre outras espécies fungicas, o que salienta a potencial ativida-
de antimicrobiana desses compostos, podendo estar correlacionada com a estrutura quimica deles (Fok-
sowicz-Flaczyk e Walentowska, 2012). As saponinas, recentemente, apresentaram atividade antifiingica
contra espécies de leveduras e fungos filamentosos (Canto et al., 2010; Peixoto et al., 2011). Os tensoativos
naturais (extratos purificados da erva-mate) apresentaram um efeito antibiofilme, eficaz frente aos isolados
de C. tropicalis, na concentragdo de 1 mg/mL, principalmente quando comparados ao fluconazol (8 ug/

mL). Esses estudos demonstram o sinergismo dos compostos do mate (Peixoto et al., 2012).

Quanto a triagem da atividade antimicrobiana, a literatura tem estabelecido que halos de inibigdo
do crescimento superiores a 0,8 cm sdo indicativo da presenca de atividade inibitoria. Nesse sentido, este
trabalho demonstra a atividade antimicrobiana dos extratos dos ramos e folhas, bem como do 6leo volatil

da L. paraguariensis.

Atividade Antifungica

Os diametros dos halos de inibi¢ao, provocados pelos produtos testados frente a Aspergillus phoeni-
cis, Aspergillus niger ATCC 9020, Fusarium sp. 52925, Fusarium sp. 85992 e Fusarium sp. isolados clinicos

sao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Atividade antifingica dos extratos e 6leo da erva-mate frente aos géneros Aspergillus sp.e Fusarium sp.

Extratos de Ramos Extratos de Folhas Oleo volatil Fox
100 50 100 50 100 50 2
Microrganismo mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
25 50 25 50 25 50 25 50 25 50 25 50 25 50
pul, pL plL pL pl pl plL wl pl pl. uwl pul. upl pl

A. phoenicis R 08 R 05 03 | R 04 07 12 05 09 15 2

A, niger ATCC
9020

Fusarium sp.
52925
Fusarium
85992
Fusarium
clinico

04 09 R 06 03 09 03 07 04 16 05 1 15 2
06 | 04 08 05 12 04 08 07 14 06 12 1,7 22
P04 1,1 02 05 06 12 03 06 06 1,3 05 1,1 14 ND

P 03 07 R 05 07 1 03 07 05 12 06 12 13 ND

* Os halos de inibi¢ao sdo expressos em centimetros. R- Resistente; ND - nido determinado (ndo houve crescimento de micélio
ou inibi¢édo total do fungicida).

O ¢dleo essencial de I. paraguariensis apresentou resultados positivos de inibicao do crescimento mi-
celial em todo periodo do teste, assim como para todos os fungos testados. A concentragdo de 100 mg/mL
de 50 uL do 6leo foi a que apresentou os melhores resultados. As formagoes de halos de inibi¢do superiores
a 0,8 cm indicam uma possivel atividade antifingica dessa planta, porém, com necessidade de mais estudos
para confirmacao deste achado. Nao foram identificados estudos sobre a atividade antifiingica da espécie

vegetal I. paraguariensis, frente aos fitopatdgenos testados, sendo, esta, a primeira investigagao.

Quanto a atividade antifiingica do extrato da erva-mate, os melhores resultados foram os obtidos
por 50 uL do extrato de folhas na concentragdo de 100 mg/mL em rela¢ao ao extrato dos ramos. Os pre-
paros de 50 mg/mL dos extratos também apontaram resultados positivos, porém, os halos apresentados
foram de tamanho inferior. De Biasi ef al. (2009) testaram extratos de I. paraguariensis, nas concentragdes
de 50 e 100 mg/mL, frente a Candida albicans, obtendo resultados positivos. Ja em seus estudos, a concen-
tragdo de 100 mg/mL demonstrou diferentes halos de inibi¢ao para os diferentes microrganismos, o que
pode ser atribuido a variagdo da composicao quimica, qualitativa e/ou quantitativa, da I. paraguariensis.
Contudo, trabalhos que avaliem a atividade inibitdria dos extratos da erva-mate frente a fungos fitopatogé-

nicos ndo foram encontrados na literatura.

CONCLUSOES

A erva-mate apresenta atividade antimicrobiana frente a diferentes fungos e bactérias causadoras
de doengas. Os resultados obtidos na presente pesquisa comprovaram a acentuada atividade antifiingica
apresentada pelo 6leo de I. paraguariensis, quase igualando-se aos valores de inibi¢ao do antifiingico pa-
drao (Fox). Entre os diferentes extratos testados, o extrato de folhas apresentou melhores resultados com
atividade antimicrobiana. Ja em relagao a atividade antifungica de 6leo de I. paraguariensis, demonstrou a

formacao de halos de inibi¢do superiores a 0,5 cm.

Corroborados os resultados positivos ja apresentados, juntamente ao fato de a erva-mate encon-
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trar-se em abundéncia na América Latina e ser de grande consumo, observa-se, entdo, a necessidade de

pesquisas e estudos técnico-cientificos que explorem o potencial fitoterapico da referida planta.
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