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RESUMO

CAMPRA, Aline Farina. Avaliacdo das atividades antibacteriana e antioxidante
de extratos aquosos e hidroalcodlicos de erva-mate (llex paraguariensis). 2017.
53 f. Trabalho de conclusdo de curso - Bacharelado em Quimica. Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Curitiba, 2017.

O uso inadequado e indiscriminado de antibiéticos tem contribuido
significativamente com o aumento da resisténcia das bactérias, justificando estudos
de substancias naturais com atividade antibacteriana. A procura por tratamentos
alternativos com plantas medicinais e fitoterapicos tem sido cada vez mais
expressiva, com destaque para as substancias que possuem potencial antioxidante.
A erva-mate (llex paraguariensis), conhecida por suas propriedades nutritivas e
fisiolégicas, € uma planta pertencente a familia Aquifoleaceae, com ocorréncia
natural no Brasil, Argentina e Paraguai. Possui relevante importancia cultural e
econdmica nos estados do sul do Brasil, sendo tradicionalmente consumida em
infusdo, na forma de chimarrdo. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar as atividades antibacteriana e antioxidante de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de diferentes amostras de erva-mate, e determinar o conteddo de
compostos fendlicos totais presente nestes extratos. A atividade antibacteriana foi
avaliada frente as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923 pelo método de microdiluicdo em caldo, o mesmo método foi utilizado
para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) dos extratos de erva-mate. A atividade antioxidante foi
determinada utilizando o método DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), avaliando a
habilidade de substancias presentes nos extratos em sequestrar radicais e a
quantificacdo de compostos fendlicos totais presentes nos extratos foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. O extrato etandlico da amostra de
erva-mate preparada em esteira sem fumaga apresentou a maior atividade
antioxidante e o maior conteddo de compostos fendlicos totais 843,92 + 0,48 umol
de Trolox-g™* e 155,95 + 1,21 mg EAG-g™, respectivamente. O estudo revelou que
extratos de erva-mate possuem além das atividades antibacteriana e antioxidante,
consideravel teor de compostos fendlicos, apresentando evidente potencial para o
desenvolvimento de diversos novos produtos, permitindo a sua aplicacao
tecnoldgica nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Atividade antioxidante. Produtos naturais.
Erva-mate. Extratos. Aplicacdo tecnoldgica.
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta acidental da penicilina em 1928, por Alexander
Fleming, o crescente aumento no uso inadequado e indiscriminado de antibiéticos
tem potencializado e contribuido significativamente para a selecdo de cepas
bacterianas resistentes a estes medicamentos, sendo um problema alarmante para
a saude publica. Com isso, a procura e 0 estudo de substancias naturais que
apresentem atividade antibacteriana sdo fundamentais.

O estudo de substancias naturais também é impulsionado devido a
surpreendente propriedade antioxidante que costuma ser encontrada nessas
substancias. Antioxidantes sdo substancias que impedem a oxidacdo de outras
substancias quimicas, retardam o aparecimento de alteracbes oxidativas e
blogueiam o efeito danoso dos radicais livres. Os antioxidantes sdo compostos
aromaticos que contém, no minimo, uma hidroxila, podendo ser sintéticos, ou
naturais, substancias bioativas que fazem parte da constituicdo de diversos
alimentos. Em alimentos, os antioxidantes sdo adicionados com o propdsito de
retardar a deterioragdo, rancidez e descoloracdo decorrentes da autoxidacgao,
preservando o alimento (FIB, 2016). Os antioxidantes sintéticos sédo estaveis e
eficazes, amplamente utilizados pela indlstria alimenticia, porém ja apresentam
diversas restricbes quanto ao seu uso, devido ao potencial de toxidade que
apresentam. Em busca da substituicdo dos antioxidantes sintéticos, principalmente
em alimentos, as pesquisas tém se voltado para encontrar novos compostos
naturais que apresentem propriedades antioxidantes. O que se deve também em
grande parte por um novo perfil de consumidores, 0os quais estdo cada vez mais
exigentes na procura de manter uma alimentagdo saudavel, sempre associada a
produtos naturais.

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma planta pertencente a familia
Aquifoliaceae, naturalmente encontrada em alguns paises da América do Sul, como
Brasil, Argentina e Paraguai, sendo tradicionalmente consumida com agua quente

na forma de chimarrdo. Nos ultimos anos, tém aumentado o nimero de pesquisas
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relacionadas a erva-mate, mostrando que esta planta apresenta complexa
composicdo quimica e diversas propriedades farmacoldgicas.

Com o objetivo de se estudar fontes naturais que contenham
simultaneamente propriedades antibacteriana e antioxidante para a aplicacdo em

novos produtos, € que se propbem a avaliacdo de extratos aquosos e

hidroalcodlicos de diferentes amostras de erva-mate.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo relatério publicado em 2014 pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) a resisténcia bacteriana é uma ameaca global, ndo sendo apenas
uma previsao e sim uma realidade. Segundo o Diretor Geral Adjunto da Seguranca
em Saude, Keiji Fukuda, estamos rumo a “era do pés-antibiético”, em que pessoas
poderdo morrer por infeccbes comuns que hoje sdo tratdveis e, também, por
ferimentos simples. Tendo em vista este cenario preocupante, com o intuito de
reduzir e tornar racional o uso de antibidticos, o estudo de novas de substancias
naturais com propriedades antibacterianas € de fundamental relevancia.

A erva-mate, devido a sua rica e complexa composicdo e por
apresentar diversas propriedades fisiolégicas e nutricionais, apresenta grande
destaque dentre as substancias naturais estudadas atualmente, e possui
promissoras perspectivas de inovacao que podem ser exploradas em diversas areas
para o desenvolvimento de novos produtos, como cosméticos, fitoterapicos,
antissépticos e desinfetantes, e ainda ter aplicacao na inddstria alimenticia, como na
composicdo de embalagens ativas, aumentando o tempo de vida de prateleira de
produtos alimenticios.

Tendo em vista 0 vasto potencial da erva-mate, e devido a falta de
trabalhos na literatura que estudam concomitantemente suas propriedades
antibacteriana e antioxidante, neste trabalho foi proposta a avaliacdo destas
propriedades, a partir de extratos obtidos de diferentes amostras de erva-mate,

selecionando o melhor extrato para futuras aplicacdes tecnoldgicas.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antibacteriana e antioxidante de extratos aquosos

e hidroalcodlicos de diferentes amostras de erva-mate (llex paraguariensis).

3.2 Objetivos especificos

e Obter os extratos aquosos e hidroalcodlicos de diferentes amostras de erva-
mate;

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos por microdiluicdo em caldo;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM), por microdiluicdo em caldo;

e Auvaliar a atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH’;

e Quantificar os compostos fendlicos totais presentes nos extratos, por Folin-

Ciocalteu.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Erva-mate

A llex paraguariensis é uma planta pertencente a familia Aquifoliaceae,
conhecida popularmente como erva-mate. E naturalmente encontrada em paises da
América do Sul, como Argentina, Paraguai e Brasil. A maior ocorréncia natural da
erva-mate é no Brasil, distribuida nos estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul,
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os estados do sul sdo responsaveis
pela maior producdo e consumo, com grande destaque para o consumo tradicional
do chimarrdo (ESMELINDRO et al., 2002).

A erva-mate € conhecida por possuir uma complexa composicao
qguimica, pois apresenta diversas classes, como, alcaldides (principalmente cafeina e
teobromina), alcoois, cetonas, fendis, acidos graxos, carboidratos, proteinas,
saponinas, flavonoides, terpendides, metilxantinas, vitaminas (A, B1, B2, C e E),
minerais, além de celulose, dextrina e sacarina (BORILLE, REISSMANN, FREITAS,
2005; BORTOLUZZI, et al., 2006; DUCAT, QUINAIA, 2004; GNOATTO et al., 2007).
Podem ocorrer variagdes nos teores dos compostos presentes na erva-mate
dependendo das condicbes ambientais (DONADUZZI, 2003) e das etapas de
processamento (ESMELINDRO et al., 2002).

Diversos estudos sobre a erva-mate relatam efeitos benéficos da
planta, devido as suas propriedades: nutritiva, antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antimutagénica, estimulante, diurética e digestiva (ASOLINI et al.,
2006; BASTOS et al, 2006; BRACESCO et al, 2011; BRAVO,; GOYA,
LECUMBERRI, 2007; FILIP et al., 2000; GONCALVES; ALVES; MENEZES, 2005).

Pesquisas relacionadas a atividade antibacteriana da erva-mate vém
merecendo destague como os trabalhos desenvolvidos por: Biasi et al. (2009) que
avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de folhas e de ramos de erva-mate,
comparando diferentes condi¢des de plantio da planta, o de Carelli et al. (2011) que

avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de erva-mate obtidos por extracao
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com fluido supercritico, e ainda o de Martin et al. (2013) que avaliaram a atividade
antimicrobiana da erva-mate contra patdégenos alimentares evidenciando que erva-
mate tem alto potencial para ser utilizada na industria alimenticia como conservante
de alimentos e bebidas.

O processamento da erva-mate comercial apés a colheita consiste
basicamente em sapeco, secagem, cancheamento e maturacdo (SCHMALKO;
ALZAMORA, 2001).

Segundo a Portaria n° 234 de 1998 (BRASIL, 1998), a erva-mate
comercializada deve atender a certas caracteristicas de composi¢édo e de qualidade.
Estas especificagfes dizem respeito as caracteristicas sensoriais, microbiologicas,
microscopicas e fisico-quimicas. As caracteristicas fisico-quimicas séo referentes
aos teores de umidade, de residuo mineral fixo, residuo mineral fixo insolivel em

acido cloridrico 10%, extrato aquoso e teor de cafeina.

4.2 Bactérias

Bactérias sdo organismos unicelulares relativamente simples. S&o
células procaritticas, pois seu material genético ndo é envolto por membrana
nuclear, e ndo possuem organelas. Sao constituidas basicamente por plasmideos,
ribossomos, membrana plasmatica, nucledide e possuem parede celular composta
por peptideoglicanos. As bactérias podem assumir formas basicas de cocos, bacilos
e espirilos, e também podem apresentar-se nas formas de estrela ou quadrada.
Podem formar pares, cadeias ou agrupamentos, as formacdes assumidas
normalmente sao caracteristicas do género ou de uma espécie bacteriana. A
reproducdo destes organismos ocorre por fissdo binaria, com formacdo de duas
células geneticamente iguais. Muitas bactérias apresentam flagelos que permitem
sua movimentacado (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Uma bactéria pode ser classificada como Gram positiva ou Gram
negativa de acordo com as caracteristicas estruturais de sua parede celular, e

podem ser diferenciadas pelo método da coloragcdo de Gram de acordo com a
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coloragdo que estas adquirem apds o tratamento com agentes quimicos especificos.
As bactérias Gram positivas apresentam uma parede celular formada por diversas
camadas de peptideoglicanos, sdo bactérias caracterizadas pela auséncia de
membrana externa e pela presenca de acido teicoico, o qual € responsavel pela
especificidade antigénica da parede celular. J& as bactérias Gram negativas
possuem pequena quantidade de peptideoglicanos em sua parede celular, ndo
apresentam acido teicdico e sdo caracterizadas pela presenca de uma complexa
membrana externa formada por fosfolipidios, lipoproteinas e lipopolissacarideos.

Segundo Modulo para a Deteccdo e ldentificacdo de Bactérias de
Importédncia Meédica, publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2013), a Enterobacteriaceae € a maior e mais heterogénea familia de
bactérias Gram negativas de importancia médica. As enterobactérias sdo bacilos
Gram negativos, ndo esporulados, com motilidade variavel, oxidase negativos,
anaerodbios facultativos, catalase positivos, que fermentam glicose com ou sem
producdo de gas, e a maioria reduz nitrato a nitrito. Em infec¢cbes destacam-se:
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp e
Enterobacter spp, que sado as maiores responsaveis por infeccdes gastrointestinais e
urinérias, e por boa parte das septicemias.

J& os Estafilococos sdo cocos Gram positivos ndo esporulados que
mais resistem no meio ambiente, e estdo entre 0S microrganismos mais
frequentemente isolados de amostras bioldgicas humanas. Sao geralmente
encontrados na pele e mucosas dos homens e de outros animais. Sao
microrganismos imdveis, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos. Sao
catalase positiva, diferentemente dos estreptococos que sao catalase negativa,
assim o teste da catalase pode ser utilizado para a diferenciacdo entre estes cocos.
Destacam-se entre os estafilococos a S. aureus, S. intermedius e S. hyicus
(ANVISA, 2013).

4.2.1 Escherichia coli

E uma bactéria bacilar Gram negativa, anaerdbia facultativa e

fermentativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. A sua presenca em agua e
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7

alimentos € um dos mais importantes indicadores de contaminacdo fecal
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

E um dos microrganismos habitantes mais comuns no trato intestinal
de homens e animais, porém algumas das cepas existentes sado patogénicas, tanto
para 0S animais quanto para os homens. As cepas patogénicas podem ser
agrupadas de acordo com suas caracteristicas peculiares, como aspectos
estruturais, fisiologicos e genéticos, fatores de viruléncia e estrutura antigénica. As
linhagens patogénicas sao: E.coli Enteropatogénica classica (EPEC), E.coli
Enterohemorragica (EHEC), E.coli Enterotoxigénica (ETEC), E.coli Enteroinvasiva
(EIEC), E.coli Enteroagregativa (EAEC) e E.coli Uropatogénica (UPEC) (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2004).

Doencas de origem alimentar causadas por ela sdo normalmente
associadas a refrigeracdo, cozimento ou processamento inadequados, e também
pela manipulacdo dos alimentos com cuidados insuficientes de higiene. E uma das
principais causas de diarreia liquida aguda em pessoas recém-chegadas de paises
estrangeiros (JAY, 2005).

Sdo bactérias Gram negativas, apresentando coloracdo rosa ou
vermelha no teste de coloracdo de Gram. N&o possuem a capacidade de utilizar
citrato como Uunica fonte de carbono, mas sdo capazes de fermentar diversos
acucares produzindo éacido e gas, dentre os agucares fermentados por E.coli
destaca-se a lactose, glicose e maltose. Possuem a enzima triptofanase produzindo
indol ao degradar o aminoécido triptofano. S&o bactérias catalase positiva, oxidase e

urease negativa.

4.2.2 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva pertencente a
familia Micrococcae. Sao cocos imdveis que ndo formam esporos, sdo anaerébias
facultativas, e podem apresentar-se em diversas formas como cadeias curtas ou
agrupadas irregularmente com aspecto semelhante a cachos de uva, ou também na
forma isolada (SANTOS et al., 2007).
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Sao bactérias encontradas na microbiota da pele e nas fossas nasais
de pessoas saudaveis. Os Staphylococcus spp. possuem um bom crescimento sob
condicbes de pouca umidade e alta pressdo osmatica, explicando parcialmente
como essas bactérias conseguem sobreviver nas secrecfes nasais e na pele
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Das 33 espécies conhecidas do género
Staphylococcus, 17 podem ser isoladas de amostras biologicas humanas (SANTOS
et al., 2007).

Pelo fato de serem Gram positivas apresentam coloracdo violeta no
teste de coloracdo de Gram. S&o bactérias catalase e coagulase positiva, e oxidase
negativa. Capazes de fermentar manitol podendo ser identificada utilizando o meio
seletivo agar manitol-sal. Contém a enzima lactase produzindo acidos ao fermentar
a lactose, também produzem acidos estaveis ao fermentar glicose, mas nao sao
capazes de utilizar citrato como unica fonte de carbono. Ndo possuem a capacidade
de degradar o aminoacido triptofano, pela auséncia da triptofanase, mas possuem a
enzima desoxirribonuclease sendo capazes de degradar o acido desoxirribonucleico
(DNA).

ApOGs a descoberta dos antibidticos foi uma das primeiras bactérias a
serem controladas, mas estas possuem uma enorme resisténcia e capacidade de
adaptacdo, formando cepas resistentes, tornaram-se entdo uma das espécies de
maior importancia responsaveis pelas infecces hospitalares e comunitarias
(SANTOS et al., 2007).

4.3 Agentes antimicrobianos

Agentes antimicrobianos sdo substancias que tém a capacidade de
inibir o crescimento e/ou destruir microrganismos. Em relacdo a sua atividade
antibacteriana os agentes antimicrobianos podem ser bactericidas, quando matam
0S microrganismos, ou bacteriostaticos, quando apenas inibem o crescimento dos
microrganismos (GOLL; FARIA, 2013). Um agente antimicrobiano também pode ser

classificado de acordo com outras variaveis, como quanto aos microrganismos
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susceptiveis, sendo antibacteriano, antifingico, antiviral ou antiparasitario. Em
relacdo a sua origem os antimicrobianos podem ser antibioticos quando produzidos
por microrganismos ou quimioterapicos quando produzidos sinteticamente. Podem
ser classificados quanto ao seu mecanismo de acao, alterando a parede celular ou a
membrana plasmatica, inibindo a sintese proteica, interferindo na replicacdo
cromossdmica e também por inibicdo metabdlica. E por udltimo podem ser
classificadas quanto ao seu espectro de acdo, podendo ser ativos sobre Gram-
postivas, Gram-negativas, fungos, protozoarios, espiroquetas, algas e podem
também ter amplo espectro de acdo (MELO; DUARTE; SOARES, 2012).

Na industria alimenticia entre os principais antimicrobianos utilizados
destacam-se o cloreto de sédio, acido sorbico, nitratos, nitritos, sulfitos e dioxido de
enxofre. Com o objetivo de garantir uma alimentagcdo segura, sem alterar a
qualidade dos alimentos é que se procura por novos agentes antimicrobianos
naturais (FIB, 2010a).

4.4 Atividade antibacteriana

Existem diversos métodos que podem ser em empregados para
predizer a sensibilidade in vitro de bactérias aos agentes antimicrobianos.
Atualmente estes métodos tém sido muito empregados em pesquisas que buscam
por novos agentes antimicrobianos.

Para se avaliar quantitativamente a atividade in vitro de um agente
antimicrobiano contra certo isolado bacteriano pode-se determinar a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), que é definida como a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo em testes de
sensibilidade por diluicho em agar ou caldo. De acordo com os valores de CIM
determinados 0s microrganismos podem ser classificados em trés categorias
distintas: sensiveis, intermediarios e resistentes (NCCLS, 2003b).

A atividade de um agente antimicrobiano também pode ser avaliada
pela determinagcédo da Concentracao Bactericida Minima (CBM), que € definida como
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a menor concentragdo de um agente antimicrobiano capaz de matar o
microrganismo.

Existem diversos fatores que podem influenciar os resultados dos
métodos, como a composicdo do meio de cultura, os microrganismos e cepas
utilizadas nos testes, o volume do inéculo, 0 método de extracdo, a capacidade do
composto se difundir no meio de cultura, o pH, temperatura de incubagéo, entre
outros fatores (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). Quando se trata de produtos naturais
existem ainda outros fatores influenciaveis, como a origem da planta, a época da
coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a
guantidade de extrato testado (FENNEL et al., 2004). S&o estes fatores os
responsaveis pela divergéncia de resultados encontrada entre alguns autores. Os
métodos utilizados para a avaliacdo da atividade antimicrobiana podem ser

classificados em trés grupos: métodos de difusdo, diluicdo e bioautograficos.

4.4.1 Métodos de difusao

Sao métodos fisicos fundamentados na difusdo de uma substancia
biologicamente ativa a ser testada em um meio de cultura sélido inoculado com um
microrganismo. Apds a incubacdo, caso a substadncia apresente atividade
antimicrobiana, ocorre o aparecimento de um halo denominado halo de inibicéo,
onde ndo ha o crescimento do microrganismo. Os didmetros dos halos de inibicéo
produzidos podem ser medidos com régua, paquimetro ou leitor de halos, e estédo
relacionados com a concentracdo da substancia testada (ALMEIDA, 2007). Com
relacdo a dimensdo dos halos de inibicdo o0s microrganismos podem ser
classificados como sensiveis, intermediarios e resistentes.

A aplicagdo do método de difusédo se limita a microrganismos de
crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou aerdbios facultativos. A avaliacéo é feita
por comparacdo com um padréo biolégico de referéncia como controle positivo
(OSTROSKY et al., 2008).



20

As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de
difusdo podem ser por meio de discos, cilindros de porcelana, vidro ou de aco
inoxidavel e pela perfuracdo de pocos em agar (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). Os
diferentes métodos de difusdo sédo definidos pela maneira pela qual ocorre o contato
entre a substancia ou extrato a ser testado com o meio de cultura inoculado. De
acordo com o tipo de contato os métodos podem ser classificados em método do
disco difusdo, método dos cilindros e método de perfuracdo dos pocos (RIOS;
RECIO; VILLAR, 1988).

Nestes métodos a principal vantagem € a possibilidade de se testar
varios compostos por placa frente a um Unico microrganismo, além de utilizar
pequeno volume de amostra. Porém a presenca de matéria particulada na amostra a
ser testada pode interferir na difusdo da substancia no meio de cultura (VANDEN
BERGHE; VLIETINCK 1991).

O método disco difusdo é rotineiramente utilizado em laboratérios de
microbiologia clinica (NCCLS, 2003b). Dentre os métodos de difusdo, o do disco
difusdo costuma ser o mais empregado em estudos. Também é o método mais
adequado quanto se deseja trabalhar com extratos vegetais extraidos com solventes
organicos, pois o solvente é evaporado do disco, antes da colocacdo deste no meio
de cultura (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).

Os testes de disco difusdo baseados apenas na presenca ou auséncia
de um halo de inibicdo, ndo sdo aceitaveis. O tamanho do halo deve ser considerado
e correlacionado com controles positivos e negativos. Para a obtencao de resultados
confidveis e reprodutiveis a metodologia utilizada deve ser padronizada (NCCLS,
2003b).

4.4.2 Métodos de diluicao

Os métodos de diluicdo sdo aqueles nos quais as substancias ou
extratos a serem estudados sao adicionados a um meio de cultura adequado, que

pode estar na forma liquida ou soélida. O meio de cultura escolhido deve estar
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previamente inoculado com o microrganismo a ser testado. Apos a incubacgédo, o
crescimento do microrganismo é determinado pela comparacdo da densidade de
turbidez da cultura microbiana com o controle negativo, que é o meio de cultivo
inoculado sem a adicéo da substancia testada, pode-se também realizar a leitura em
um espectrofotbmetro em comprimento de onda apropriado (VANDEN BERGHE;
VLIETINCK 1991).

O método de diluicdo em meio liquido € o que apresenta metodologia
mais complexa, entretanto € o mais preciso, e 0 mais recomendado para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).
Existem duas metodologias: macro e microdilui¢ao.

A macrodiluicdo é feita em tubos de ensaio, o volume do meio de
cultura utilizado pode variar de 1 a 10 mL. E pouco utilizado em compara¢do com a
microdiluicdo e também com outros métodos, pois € um método laborioso, que
consome muito tempo, requer espago no laboratério e gera grande quantidade de
residuos (ZGODA; PORTER, 2001).

A microdiluicdo utiliza microplacas que possuem 96 poc¢os permitindo a
avalicdo rapida de grande numero de amostras, e requer pequeno volume de meio e
de amostra. E um método barato, com boa reprodutibilidade, que apresenta maior
sensibilidade comparada a outros métodos (ELOFF, 1998).

Quando se deseja determinar a CIM por microdiluicdo, para auxiliar na
leitura costuma ser feita a adicdo de uma solucdo reveladora. O 2,35 -
trifeniltetrazélio (TTC) € um indicador de oxiderreducdo bastante utilizado em
determinacdes da CIM. O 2,3,5 — trifeniltetraz6lio na presenca de microrganismos
vivos se reduz em 1,3,5 — trifenilformazano, deixando de ser incolor e assumindo
uma coloracdo avermelhada (ROZATTO, 2012).

4.4.3 Métodos bioautograficos

O meétodo bioautografico € bastante difundido no estudo da quimica de

produtos naturais, devido as facilidades encontradas no desenvolvimento do mesmo.
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Permite uma avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana de substancias
utilizando um ensaio colorimétrico. O método tem duas variantes, bioautografia
direta e indireta.

A bioautografia direta consiste no preparo e na devida aplicacdo do
produto natural a ser testado em uma placa de cromatografia de camada delgada
(CCD). Em sequéncia o inoculo bacteriano é preparado, e a placa de CCD é
submersa na suspensdo bacteriana. A placa de CCD é entdo colocada em uma
placa de Petri e incubada durante 24 horas, permitindo o crescimento do
microrganismo. Apds a incubacdo é feita a revelacado do crescimento bacteriano por
um ensaio colorimétrico utilizando uma solucdo de sal de tetrazélio, as placas séo
novamente incubadas, e entdo é feita a medicdo do halo de inibicdo de crescimento
(VALGAS, 2007).

Na variante indireta do método bioautografico a placa de CCD é
devidamente preparada com o produto natural, e em seguida é recoberta com uma
camada de agar Mueller-Hinton, sendo necessario que o produto natural se difunda
para o agar. No método indireto o contato da placa com a suspensao bacteriana
pode ocorrer de formas distintas: com a aplicacdo da suspensao bacteriana sobre o
agar com o auxilio de um swab estéril, ou entdo com a inoculacdo da bactéria ao
agar antes que este seja vertido sobre a placa, utilizando a técnica “Pour Plate”. As
etapas de incubacao e revelacdo seguem o mesmo procedimento da bioautografia
direta (VALGAS, 2007).

4.5 Antioxidantes

Apesar de o oxigénio ser essencial para a vida, ele estad também
envolvido com efeitos potencialmente prejudiciais ao corpo humano devido a
formacao e atividade de radicais livres, que atuam como oxidantes contribuindo para
o envelhecimento e que estéo relacionados com algumas doencas.

Os radicais livres sado produzidos pelos proprios processos bioldgicos
do organismo, ou por fatores exdégenos, como tabagismo, poluicdo do ar, radiagao,
pesticidas e outros (SOARES, 2002).
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Os radicais livres que contém oxigénio conhecido como espécies
reativas de oxigénio (EROSs), incluem os radicais superoxidos, o radical hidroxila e os
derivados do oxigénio que ndo contém elétrons impares, como o peroxido de
hidrogénio e o oxigénio singleto. Os lipideos podem ser expostos a diversas
condi¢gbes como oxigénio, luz, calor, entre outras, que irdo promover sua oxidagao. A
oxidacao lipidica € uma reacdo espontdnea que acontece em trés etapas: iniciacao,
propagacéo e terminacéao (FIB, 2016).

Na industria alimenticia durante o processamento, distribuicdo e
armazenamento os alimentos estdo sujeitos as reacdes de oxidacdo que podem
resultar, além da alteragdo do seu valor nutricional, alteracbes nas suas
propriedades organolépticas, como sabor, odor, cor e textura, afetando a integridade
e seguranca dos alimentos, devido a formacdo de compostos potencialmente
toxicos. As reacles de oxidacdo podem ser evitadas ou amenizadas pela utilizacdo
de compostos antioxidantes (SOARES, 2002).

Segundo o Dossié de Antioxidantes publicado em 2016 pela Revista
Food Ingredients Brasil, os antioxidantes sdo substancia que retardam ou impedem
a oxidacdo de outras substancias quimicas, tendo um importante papel na
manutencao do controle dos radicais livres, pois sdo capazes de sequestrar elétrons
reativos.

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelante e antioxidantes mistos.

Os antioxidantes podem ser sintéticos, amplamente utilizados pela
indUstria alimenticia, ou naturais, substancias bioativas que fazem parte da
constituicdo de diversos alimentos.

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na indastria de alimentos
sdo o butil-hidroxi-anisol (BHA), butilhidroxi-tolueno (BHT), terc-butilhidroquinona
(TBHQ) e propil galato (PG), mas estudos mostram que estes compostos possuem
algum potencial toxico, assim o seu uso tem restricbes pelos 6rgaos regulatérios, e
em alguns casos seu uso ja € proibido. Os antioxidantes naturais sdo moléculas
presentes nos alimentos, em pequenas quantidades, capazes de interromper a
formacédo de radicais livres, reduzindo a velocidade de reagcfes de oxidacdo dos

compostos lipidicos. As principais moléculas naturais que atuam como antioxidantes
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sdo os isbmeros da vitamina E (tocoferéis), os carotenoides, vitamina C e os
polifendis.

Em busca da substituicdo dos antioxidantes sintéticos por antioxidantes
naturais, o estudo de novos compostos com propriedades antioxidantes é
impulsionado. A erva-mate é uma fonte promissora de compostos antioxidantes, até
mesmo o residuo gerado no processamento da erva-mate apresenta proeminente

atividade antioxidante, como mostra o trabalho desenvolvido por Viera et al. (2009).

4.5.1 Extracao

Nos Ultimos anos com a preocupacgdo crescente por uma dieta mais
saudavel, a demanda do uso de ingredientes naturais tem aumentado
concomitantemente, e os extratos tem tido cada vez mais destaque. Sinbnimos de
naturais, os extratos vegetais sdo encontrados nos mais diversos tipos de produtos,
atraindo as pessoas que buscam por uma alimentacdo saudavel.

Extratos sdo preparacfes concentradas, obtidas a partir de matérias-
primas vegetais secas e preparadas por processo envolvendo um solvente. A
primeira etapa do processo de fabricacdo do extrato consiste na separacdo dos
compostos especificos (a droga, ou a parte da planta que sera utilizada, como raiz
ou folha) utilizando um solvente apropriado, seguida da etapa de concentracao,
eliminando quase que por completo o solvente, dessa forma obtém-se formas
terapéuticas mais convenientes ao manuseio e administracdo. As matérias primas
podem ou ndo passar por um tratamento prévio, como moagem ou inativacdo
enzimatica (FIB, 2010b).

Os processos mais utilizados para extracdo sdo maceracéo, infuséo,
decoccéo, digestdo, percolacao, destilacdo e secagem. Para a obtencao de extratos
qualitativamente superiores existem alguns processos de extracdo mais sofisticados,
como a extracao por fluido supercritico e a extragéo por solvente assistida por micro-
ondas.

Devido a grande variedade e quantidade de compostos bioativos
presentes nos vegetais, e também pela possibilidade de interacdo dos compostos

antioxidantes com outros componentes como carboidratos e proteinas, ndo existe
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sistema de extracdo que seja satisfatério para o isolamento de todos ou apenas de
classes especificas de antioxidantes presentes na amostra vegetal. Os solventes
mais utilizados na extracdo sdo: metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila,
propanol, dimetilformaldeido e suas combinacdées (NACZK; SHAHIDI, 2004).

A extracdo de compostos bioativos pode ser influenciada por alguns paréametros
como a natureza e quantidade do composto bioativo em questdo, do tipo de material
a ser analisado, do método de extracdo, da natureza e concentracdo do solvente

empregado, da temperatura e do pH.

4.5.2 Avaliagéo da atividade antioxidante

Pelo fato de existirem diferentes tipos de radicais livres e estes
possuirem diferentes formas de atuacdo nos organismos Vivos, nao existe um
método simples e universal que permita que a atividade antioxidante seja medida
precisa e quantitativamente. Existem diversos meétodos para avaliar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas. Os testes podem avaliar a
peroxidacao lipidica medindo o grau de inibicdo de oxidacdo, ou os testes podem
medir a habilidade de sequestro de radicais livres (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Uma das maneiras de se avaliar a atividade antioxidante de um
composto € pela sua habilidade em sequestrar o estavel radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH"), o elétron desemparelhado se deslocaliza por toda a molécula,
conferindo-lhe estabilidade. A molécula do DPPH’ é caracterizada por uma banda de
absorcdo em cerca de 520 nm e por possui coloracao violeta intensa, O teste &
baseado na descoloracdo de uma solucdo contendo o radical DPPH", devido a
presenca de um composto capaz de doar atomos de hidrogénio, apos a reducéo a
solucéo reativa de coloracédo violeta assume uma coloracdo amarela (ALVES et al.,
2010). Apesar de ser um teste bastante utilizado devido a sua simplicidade e
rapidez, os resultados devem ser interpretados cuidadosamente, pois pode ocorrer a
sobreposicdo de espectros de outras substancias, como os carotenoides, com o
espectro do DPPH’ (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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4.6 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos abrangem um extenso grupo de substancias que
possuem estrutura varidvel, mas sao quimicamente definidos como substancias que
possuem um anel aromatico contendo pelo menos um substituinte hidroxilico. A
diversidade estrutural desde grupo deve-se a grande variedade de combinac¢des que
ocorrem na natureza, estas combinacdes sdo classificadas em classes como
fendlicos simples, acidos fendlicos, flavonoides, ostocoferéis, ligninas, taninos e
xantonas. Fazem parte deste grupo desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizacdo (ANGELO; JORGE, 2007).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, que sao originados do
metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para o crescimento e
reproducdo da mesma. Também podem ser formados em condi¢cdes de estresse
como infeccdes, ferimentos e radiacbes UV. Estes compostos podem estar na forma
livre ou ligados a acucares e proteinas (SOARES, 2002).

Em alimentos os compostos fendlicos contribuem para a cor, aroma,
adstringéncia e estabilidade oxidativa.

A analise destes compostos pode-se realizada com base na
guantificacdo de compostos fendlicos totais presentes, de algum composto fendlico
especifico ou apenas uma classe de compostos fendlicos. A analise destes
compostos € influenciada, além da natureza do composto, pelo método de extracédo
empregado, o padrédo utilizado e pela presenca de interferentes como gorduras,
terpenos e clorofilas. Para a extracdo comumente sdo empregados solventes como
metanol, etanol, acetona, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e agua, em
diferentes combinacdes e proporcdes. A solubilidade dos compostos fendlicos
depende da polaridade do solvente utilizado, do grau de polimerizacdo e da
interagdo com outros constituintes da amostra. A determinagcdo de compostos
fendlicos pode ser feita por métodos espectrofotométricos, eletroquimicos e também
cromatograficos. Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais em alimentos o
método mais empregado é o Folin-Ciocalteu (ANGELO; JORGE, 2007).
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O método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu é baseado na reducgdo
do acido fosfomolibdico-fosfotungstico pelas hidroxilas fendlicas, resultando em uma
coloracdo azul. O grupo fendlico deve estar na forma de fenolato, por isso é
necessario que a solucéo seja alcalina. A cor formada € controlada pelo nimero de
grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente oxidaveis. O método pode sofrer a
interferéncia de algumas substancias como acgucares, acido ascorbico e redutores,

assim devem ser feita a eliminacdo de interferentes (ANGELO; JORGE, 2007).
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5 METODOLOGIA

A estratégia para os métodos experimentais foi pautada em trés etapas
principais. A primeira etapa constituiu na obtengdo dos extratos agquosos e
hidroalcodlicos de diferentes amostras de erva-mate. Na segunda etapa foi
determinada a atividade antibacteriana dos extratos. Na ultima etapa foi analisada a
atividade antioxidante dos extratos e quantificado os compostos fendlicos totais

presentes nestes extratos.

5.1 Bactérias

Para avaliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas duas
espécies de bactérias: Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, estas espécies foram escolhidas, pois sdo comumente associadas a
intoxicacdes alimentares e por serem cepas padroes para a realizacdo de testes
antibacterianos. Estas foram obtidas no banco de cepas do Laboratério de
Biotecnologia, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, UTFPR, no Campus
Curitiba. Em camara de fluxo laminar as bactérias foram ativadas em placas de Petri
contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) com agar bacteriol6gico, e entao
incubadas em estufa durante 24 horas a 37°C, e apOs a incubacdo foram

conservadas dentro de sacos plasticos em geladeira a 4°C.

5.2 Preparo dos extratos

As amostras de folhas de erva-mate foram disponibilizadas pela
Embrapa de Colombo, Parana, e estas haviam sido obtidas a partir de uma mesma
amostragem, e em seguida desidratadas em diferentes condi¢des: 40°C e 60°C em

estufa, em esteira sem fumacga, por liofiizacdo e por micro-ondas, sendo
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posteriormente trituradas em moinho de facas, totalizando cinco diferentes amostras.
Apéds o recebimento das amostras, com o0 proposito de se obter uma granulometria
uniforme, as amostras foram passadas em peneira de mesh 20 (0,841 mm), e entéao
armazenadas em temperatura ambiente até 0 momento do preparo dos extratos.

Foram obtidos extratos aquosos e etandlicos das cinco amostras de
erva-mate, totalizando dez extratos diferentes. Os extratos aquosos foram
preparados com agua quente a 70°C. Os extratos etandlicos foram obtidos com
solucéo de etanol 40% (v/v) (HAMINIUK et al., 2011).

Os extratos brutos foram preparados em frascos Erlenmeyers pela
suspensao de 1 g da amostra de erva-mate em 20 mL do solvente extrator,
equivalente a uma concentracdo de 50 mg-mL™. Os frascos foram mantidos sob
agitacao constante de 130 rpm em incubadora Shaker (Marconi, MA 420) a 25,0°C
durante 2 horas. Apés o término da extracdo, os extratos foram centrifugados em
uma centrifuga (Quimis, Q222T2) por 15 minutos a 2040 rpm.

5.3 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana de todos o0s extratos obtidos foi
primeiramente avaliada por microdiluicdo em caldo. Os extratos que apresentaram
alguma atividade antibacteriana tiveram a sua Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
e a sua Concentracao Bactericida Minima (CBM) determinadas.

Os testes foram realizados em duplicata, e para minimizar os riscos de

contaminacdo foi testada uma cepa bacteriana por vez.

5.3.1 Preparo e padronizacao do inoculo bacteriano

O inb6culo bacteriano foi preparado e padronizado segundo a

metodologia do protocolo da Nature Protocols: Agar and broth dilution methods to
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determine the minimal inhibitory concentratrion (MIC) of antimicrobial substances,
(WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008), conforme descrito a seguir.

Para a realizacdo dos testes, primeiramente foi feito o repique das
culturas bacterianas em placas de Petri contendo agar nutriente, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas.

Apbs as 24 horas de incubacéo, o inoculo foi preparado por suspenséo
direta em solucédo salina estéril, para isso trés a cinco colénias morfologicamente
semelhantes e isoladas das placas anteriormente preparadas em agar nutriente
foram selecionadas e transferidas com o auxilio de uma alca de platina estéril para
um tubo contendo solu¢do de NaCl 0,85% (m/v), a solugcéo foi agitada em vortex
para homogeneizacao.

O ino6culo bacteriano foi padronizado através da escala de McFarland,
utilizando como controle padrdo de turbidez uma solucdo de BaSO, comercial
(Probac do Brasil), equivalente ao valor de 0,5 da escala McFarland, resultando em
uma suspensdo com aproximadamente 1-2 x 108 UFC/mL. A turvacéo foi avaliada
por comparacao visual, tendo o auxilio de um cartdo de fundo branco com linhas
pretas contrastantes e uma boa iluminagéo.

A suspenséo foi ajustada até que a sua turbidez coincidisse com a da
solugcédo padrao 0,5 da escala McFarland. Caso a turbidez da suspenséao estivesse
muito elevada o ajuste era feito por adicdo de solucdo salina estéril. E caso a
turbidez da suspenséao estivesse muito baixa o ajuste era feito por adicdo de mais
colbnias bacterianas.

ApGs a padronizagao, o indéculo foi utilizado no maximo em 15 minutos,

para que nao ocorresse alteracdo no niumero de células presente.

5.3.2 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracgédo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela técnica da
microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 pocos, de acordo com a metodologia
padronizada sugerida pelo National Committe for Clinical Laboratory Standart no
documento M7-A6 — Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for
Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard — do NCCLS, (NCCLS 2003a) e
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pelo protocolo da Nature Protocols: Agar and broth dilution methods to determine the
minimal inhibitory concentratrion (MIC) of antimicrobial substances (WIEGAND;
HILPERT; HANCOCK, 2008).

A microplaca foi preparada de modo que o volume final em cada poco
fosse de 100 pL. Uma das colunas de pocgos foi utilizada como controle de
crescimento, contendo caldo Mueller Hinton (CMH) estéril e o in6culo bacteriano. E
uma das colunas foi utilizada como controle de esterilidade contendo apenas CMH.
O solvente utilizado na extracdo foi utilizado como controle negativo. E como
controle positivo uma solugdo do antibidtico Amoxicilina (Prati Donaduzzi) em
concentracdes que variaram de 32 mg-L™* a 0,062 mg-L™ para Escherichia coli e
de 1 mg-Lta 0,0031 mg-L™* para Staphylococcus aureus.

Com excecao dos poc¢os da primeira coluna, os demais poc¢os foram
preenchidos com 50 yL de CMH. Nos pocos da primeira coluna foram adicionados
100 pL dos extratos, previamente diluidos em CMH em tubos eppendorf na
proporcao de 1:1. As concentracdes dos extratos foram entdo obtidas por diluicdo
seriada de razdo 2 na prépria microplaca, resultando em concentracdes que
variaram de 12,5 mg-mL™*a 0,024 mg-mL™, apés a adigéo do indculo.

O in6culo preparado e padronizado conforme descrito no item 5.3.1 foi
diluido em CMH estéril na propor¢éo de 1:100. Em seguida foram adicionados 50 pL
do in6culo padronizado diluido em todos 0s pocos da microplaca, exceto aos pocos
da coluna do controle de esterilidade. Ap6s a adicdo do in6culo obteve-se uma
solucdo de 1 x 10° UFC/mL.

Para evitar a influéncia nos resultados devido a condensacdo da
solucéo contida nos pocos, papéis filtro estéreis foram posicionados na tampa das
microplacas, e entdo as microplacas eram incubadas a 37°C durante 16-20 horas.

A presenca de turvacao nos pocos indicou que houve crescimento do
microrganismo, e para facilitar a determinagdo da CIM por meio da leitura visual,
foram acrescentados 30 uL de solucdo aquosa de 2,3,5 — trifeniltetrazélio (TTC)
0,5% (m/v) e as microplacas foram novamente incubadas a 37°C por 1 hora.
Qualguer mudanca na coloracéo foi considerada como indicativo de crescimento

bacteriano.
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5.3.3 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM, 20 pyL da solucdo dos pogos da
microplaca onde ndo havia crescimento bacteriano visivel foram transferidos para
placas de Petri contendo agar nutriente. Para evitar a influéncia nos resultados
devido a condensacédo da solucéo, papéis filtro estéreis eram posicionados na tampa
das placas, e entéo as placas eram incubadas a 37°C por 24 horas.

5.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi feita pelo método
DPPH’ em duplicata e baseada na metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier
e Berset (1995) com algumas modificagbes, sendo avaliada a habilidade dos
extratos de erva-mate agirem como doadores de &tomos de hidrogénio
transformando o radical DPPH’ na sua forma reduzida. Como antioxidante de
referéncia foi utilizado o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico), um antioxidante sintético equivalente a vitamina E.

Primeiramente os extratos brutos obtidos foram diluidos em agua
destilada por um fator de diluicdo de 50. Em seguida, em tubos de ensaio uma
aliquota de 0,1 mL do extrato diluido era misturada com 3,9 mL de solucdo de
DPPH 60 pmol-L* em etanol. Os tubos foram agitados em vortex para
homogeneizacdo e entdo foram deixados em repouso ao abrigo de luz e a
temperatura ambiente. Apdés o tempo de reacdo a absorbancia das solucdes
preparadas foi medida em espectrofotbmetro UV-Vis (Bel Photonics, UV-M51) a
517 nm.

Os resultados foram expressos em pmol de Trolox-g™ de amostra e
calculados a partir de uma curva padréo de Trolox frente ao DPPH’ construida nas

concentracdes de 0 umol-L™* a 1000 umol-L™.
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5.5 Determinacao de compostos fendlicos totais

Seguindo metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965), os
compostos fendlicos totais dos extratos foram estimados em duplicata pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, utilizando acido galico como padréo.

Primeiramente os extratos brutos obtidos foram diluidos em agua
destilada por um fator de diluicdo de 60. Em seguida, em baldes volumétricos de
10,0 mL uma aliquota de 150 pL do extrato diluido era misturada com 5,0 mL de
agua destilada, e apés a adi¢cao de 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu a solucao
era deixada em repouso por 3 minutos, seguida da adicdo de 2,0 mL de solucéo
aguosa de Na,CO3 15% (m/v), e entdo o volume do baldo era completado com agua
destilada.

Os balGes contendo as solugdes foram deixados reagindo durante duas
horas na auséncia de luz, a temperatura ambiente. Ap6s o0 tempo de reacdo a
absorbancia das solugcdes preparadas foi medida em espectrofotbmetro UV-Vis (Bel
Photonics, UV-M51) a 765 nm.

Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido
galico por grama de amostra (mg EAG-g?), e calculados a partir de uma curva

padrdo de acido gélico construida nas concentracdo de 50 mg-L™* a 500 mg-L™.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Extracao

Os extratos aquosos foram preparados com agua quente a 70°C, com
0 objetivo de simular o consumo do tradicional chimarrdo e os extratos etandélicos
foram obtidos com etanol 40% (v/v), todos os extratos foram preparados em uma
concentracdo de 50 mg-mL™. A Figura 1 apresenta diferentes amostras de erva-

mate peneiradas e os extratos obtidos ap0s a etapa de agitacao.

Figura 1 — Amostras de erva-mate e extratos obtidos apos agitacao.

Por se tratar de diferentes amostras e por ter empregado diferentes
solventes extratores, os extratos obtidos eram visualmente diferentes entre si.

A avaliagao da atividade antibacteriana foi realizada no mesmo dia da
extracdo, enquanto a avaliacdo da atividade antioxidante e a quantificacdo dos
compostos fendlicos totais foram sempre realizadas no dia seguinte a extragdo, para
iSso 0s extratos eram congelados em eppendorfs estéreis.
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6.2 Avaliagéo da atividade antibacteriana

A avaliacao inicial por microdiluicho em caldo mostrou que a amostra
de erva-mate preparada em estufa a 60°C n&o apresentou nenhuma atividade
antibacteriana frente as bactérias: Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Os extratos aquosos da erva-mate preparada em estufa 40°C
e da erva-mate liofilizada também ndo apresentaram atividade antibacteriana frente
a estas bactérias. Os demais extratos apresentaram atividade antibacteriana.

As anadlises da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram desenvolvidas apenas para os
extratos que apresentaram atividade antibacteriana na avaliacdo inicial. Os extratos
foram avaliados em diferentes concentracdes variando de 12,5 mg-mL™ a 0,024
mg-mL™®. A Figura 2 mostra uma das microplacas preparadas neste trabalho
utilizando como revelador uma solucdo aquosa de 2,3,5 — trifeniltetrazolio (TTC)
0,5% (m/v) que na presenca de microrganismos vivos € reduzida assumindo uma

coloracdo avermelhada.

Controle de Controle de

crescimento esterilidade

Antibictico

Extrato 1

Extrato 2

Extrato 3

Figura 2 — Microplaca de 96 pocos para analise da CIM frente a Escherichia coli
revelada com TTC 0,5% (m/v).
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A solugdo do antibidtico amoxicilina utilizada como controle positivo
apresentou CIM igual a 4,0 mg-L™* para Escherichia coli e 0,0062 mg-mL* para
Staphylococcus aureus. A solucdo de etanol 40% (v/v) utilizada como controle
negativo ndo apresentou nenhuma acéo inibitéria frente aos microrganismos
testados.

Os resultados referentes a CIM dos extratos analisados estdo expostos

na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos aquosos (EA) e
extratos etanolicos (EE) de diferentes amostras de erva-mate.

CIM (mg-mL™)
Extratos Escherichiacoli  Staphylococcus aureus

EE Liofilizado 6,25 6,25

EA Esteira sem fumaca 6,25 3,12
EE Esteira sem fumacga 6,25 3,12
EE Estufa 40°C 6,25 6,25

EA Micro-ondas 6,25 6,25

EE Micro-ondas 6,25 3,12

Os extratos apresentaram poder bacteriostatico, sendo capazes de
inibir o crescimento das bactérias, dificultando a sua proliferacao.

Os extratos apresentaram um maior potencial antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus, 0 que pode ser relacionado a auséncia de membrana
celular externa e a uma menor complexidade quimica de sua parede celular por se
tratar de uma bactéria Gram positiva, podendo ainda ter outros mecanismos
enzimaticos envolvidos.

A CBM foi considerada como a menor concentragao na qual ndo houve

crescimento de coldnias na superficie do meio de cultura (MARTIN, 2011).
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Na faixa das concentracdes testadas a maioria dos extratos apresentou
poder bactericida sendo capaz de matar o indculo bacteriano, os valores da CBM

encontrados estédo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos aquosos (EA) e
extratos etanolicos (EE) de diferentes amostras de erva-mate.

CBM (mg-mL™)

Extratos Escherichiacoli  Staphylococcus aureus
EE Liofilizado 6,25 6,25
EA Esteira sem fumaca 6,25 6,25
EE Esteira sem fumacga >12,5 3,12
EE Estufa 40°C 6,25 6,25
EA Micro-ondas 6,25 12,5
EE Micro-ondas >12,5 6,25

Os extratos etandlicos apresentaram maior atividade antibacteriana
comparada aos extratos aquosos, devido a uma melhor extracdo, 0 que vai ao
acordo com os estudos de Asolini et al. (2006) e Girolometto et al. (2011).

Os resultados obtidos indicam que os extratos de erva mate sdo uma
fonte natural promissora que pode ser empregada no desenvolvimento de novos
produtos eficientes no controle da contaminacao por patdégenos alimentares, mesma
conclusdo encontrada por Burris et al. (2012).

Com relacdo a atividade antibacteriana da erva-mate frente a
Escherichia coli, ndo ha consenso na literatura, pois a eficacia de extratos de erva-
mate diverge entre diferentes autores. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram com os resultados de Burris et al. (2011) e Costa (2016), porém
divergem dos resultados encontrados por Biasi et al. (2009), Carelli et al. (2011) e
Martim (2011) que verificaram a auséncia de atividade antibacteriana de extratos da

planta frente a Escherichia coli ATCC 25922.
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Os estudos sobre atividade antibacteriana de diferentes extratos de
erva-mate divergem devido a variacdo da composi¢do quimica das diferentes partes
da planta utilizadas na preparacao do extrato, como folhas, cascas e ramos, e ainda
devido as diferentes condicbes empregadas na extracdo. Dentre os compostos
encontrados na erva-mate 0s que comumente s80 associados a atividade
antibacteriana contra patdgenos de origem alimentar destacam-se a cafeina,
quercetina, rutina, caempferol, teobromina e os acidos caféico, clorogénico e quinico
(BURRIS et al., 2011).

6.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

Segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) podem ocorrer trés
diferentes tipos de comportamento cinético entre compostos com atividade
antioxidante e o radical DPPH’. Os compostos de cinética rapida que reagem
rapidamente com o DPPH’, completando a reacdo em menos de um minuto. Os
compostos de cinética intermediaria que chegam ao final da reacdo em até 30
minutos. E os compostos de cinética lenta que demoram mais de uma hora para
completar a reacgéo.

Devido a essas diferencas comportamentais, a reducdo do radical
DPPH’ foi monitorada por meio do declinio da absorbancia a 517 nm, em tempo
inicial, apés 1 minuto e a cada 15 minutos até a reacao atingir um platé com valores
estaveis de absorbancia. A erva-mate apresentou um comportamento de cinética
intermediéaria, completando a reacéo de reducao do radical em 30 minutos.

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante dos
extratos de erva-mate, expressos em umol de Trolox-g® de amostra, estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Atividade antioxidante em pmol de Trolox-g* amostra, em extratos
aguosos (EA) e extratos etandlicos (EE) de diferentes amostras de erva-mate.

Atividade antioxidante (umol de Trolox-g"l)
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Atividade antioxidante (umol de Trolox-g™)

Amostras EA EE
Liofilizada 216,35 + 23,58 426,95 + 4,20
Esteira sem fumaca 634,01 £9,53 843,92 £ 0,48
Estufa 40°C 180,84 + 10,50 392,01 +11,63
Estufa 60°C 89,13 +6,14 75,99 £ 18,90
Micro-ondas 702,54 + 2,10 810,12 +4,04

Dentre todos os extratos analisados a maior atividade antioxidante foi
observada no extrato etandlico da amostra preparada em esteira sem fumaca, com
valor de 843,92 umol de Trolox-g™. Os valores encontrados neste estudo, em geral,
foram superiores aos encontrados por Pagliosa (2009) que avaliou a atividade
antioxidante de extratos de erva-mate frente ao DPPH'" e obteve 300,33 e 250,94
umol de Trolox-g™* em extratos aquosos obtidos a partir de cascas e folhas de erva-
mate, respectivamente.

Pelo fato de existirem diversos tipos de radicais livres e estes
possuirem diferentes formas de atuacdo, ndo existe um método simples e universal
gue permita que a atividade antioxidante seja medida precisa e quantitativamente. A
comparacao de resultados entre estudos é dificultada pelo fato de existirem diversos
métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de substancias biologicamente
ativas e ainda devido as diversas formas de se expressar os resultados obtidos.

Neste estudo, ao comparar os resultados para uma mesma amostra,
em diferentes extratos, em geral o extrato etandlico apresenta uma maior atividade

antioxidante em relacédo ao extrato aquoso.

6.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para que a absorbancia nao ultrapassasse o valor de 1,0 os extratos

brutos obtidos foram diluidos em agua destilada por um fator de diluicdo igual a 60.
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Apéds o tempo de reacdo de duas horas, na auséncia de luz, as absorbancias das
solugcdes preparadas foram medidas em 765 nm. Os resultados obtidos na
determinacdo dos compostos fendlicos totais presentes nos extratos de erva-mate
expressos em miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg

EAG-g™?), estdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4 — Conteido de compostos fendlicos totais em mg EAG-g* amostra, em
extratos aquosos (EA) e extratos etanolicos (EE) de diferentes amostras de erva-
mate.

ContelGdo de compostos fendlicos totais (mg EAG-g™)

Amostras EA EE
Liofilizada 77,55+ 2,85 105,98 + 2,14
Esteira sem fumaca 123,28 £ 1,50 155,95+ 1,21
Estufa 40°C 50,57 = 0,07 77,85 +1,00
Estufa 60°C 14,72 £ 5,42 14,47 £ 4,63
Micro-ondas 153,73 + 3,07 135,73 + 3,42

A maior quantidade de compostos fendlicos totais, assim como a maior
atividade antioxidante, também foi observada no extrato etandlico da amostra
preparada em esteira sem fumaca, com valor de 155,95 mg EAG-g™*. Em ambos os
extratos, a amostra preparada em estufa a 60°C apresentou teor de compostos
fendlicos totais bastante inferior comparado as outras amostras, 0 que pode ser
explicado pela degradacdo de alguns destes compostos devido a uma maior
temperatura empregada na preparagdo da amostra.

Ao comparar os resultados para uma mesma amostra, em diferentes
extratos, em geral o extrato aguoso apresenta um menor teor de compostos
fendlicos totais em relacdo ao extrato etandlico.

O modo mais comum do consumo de erva-mate € na forma de infusdo
com agua quente, porém alguns compostos fenélicos podem apresentar uma baixa
solubilidade em solugdo aquosa. A utilizacdo de um solvente com polaridade

intermediaria (solucdo de etanol 40%) permitiu uma maior extracdo dos compostos
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fenolicos presentes na maioria das amostras de erva-mate. Entretanto, a
solubilidade dos compostos fendlicos ndo varia somente de acordo com a polaridade
do solvente utilizado na extracdo. Segundo Naczk e Shahidi (2004) a solubilidade
destes compostos também pode ser influenciada pelo seu grau de polimerizacéo e
ainda pela interagdo com outros constituintes do tecido vegetal da amostra.

Comparando o0s resultados obtidos referentes a atividade
antibacteriana e o conteudo de compostos fendlicos totais, € possivel inferir que a
concentracdo desses compostos nos extratos esteja diretamente relacionada ao
potencial antibacteriano dos mesmos (MARTIN, 2011).

Ao se comparar o0s resultados obtidos referentes a atividade
antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos totais, sugere-se que 0s
compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante da
erva-mate, estando de acordo com outros estudos (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI,
2007; PAGLIOSA, 2009). Porém, a capacidade antioxidante ndo depende apenas do
conteudo de compostos fendlicos, mas também do tipo de compostos fendlicos
presentes e ainda da posicdo de hidroxilas e anéis aromaticos (BASTOS et al.,
2006). Levando isso em consideracao, para complementar os resultados ja obtidos,
seria necessario separar, identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes
nos extratos, por meio de analises cromatograficas.

Na tabela 5 estdo dispostos os teores de compostos fendlicos totais

encontrados em diferentes extratos de erva-mate, obtidos na literatura.

Tabela 5 — Contetdo de compostos fendlicos totais em mg EAG-g™* amostra, em
diferentes extratos de erva-mate.

Parte da planta Extracdo mg EAG-g™ Referéncias

Folhas Agua fervente 145,00 ASOLINI et al.(2006)
Folhas Etanol 80% 53,00 ASOLINI et al.(2006)
Folhas Agua a frio 77,00 BURRIS et al. (2015)
Folhas Etanol 60% 193,90 MARTIN et al.(2011)
Folhas Metanol 70% 173,00 MARTIN et al.(2011)
Casca Agua a 85°C 125,30 PAGLIOSA (2009)
Folhas Agua a 85°C 70,10 PAGLIOSA (2009)
Folhas Agua a frio 83,00 RACANICCI et al. (2008)
Folhas Etanol 25,00 RACANICCI et al. (2008)

Residuo do processamento Etanol 80% 28,00 VIEIRA et al. (2009)

Folhas Etanol 40% 155,95 Neste trabalho
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A discrepancia nos valores encontrados por diferentes autores é devida
a diversos fatores como as condicfes ambientais e composi¢cado do solo no local de
plantio, condicdes fisiopatologicas da planta, (ZIELINSKI et al.,, 2014), grau de
polimerizacdo dos compostos fendlicos, interagdo destes com outros constituintes do
tecido vegetal (NACZK; SHAHIDI, 2004), técnicas, condi¢ces e solventes utilizados
na extracdo (CANTERLE, 2005) e ainda qual parte da planta foi utilizada
(PAGLIOSA, 2009).

Para determinar qual o grau de correlagdo entre duas variaveis
emprega-se o coeficiente de Pearson, também chamado de coeficiente de
correlacéo (r), quando o coeficiente de correlacdo € igual a 1 indica uma correlacao
positiva perfeita entre as variaveis. Ao analisar os resultados obtidos e a Figura 3,
pode-se observar que houve boa correlacdo entre o conteddo de compostos
fendlicos totais e a atividade antioxidante nos extratos aquosos e etandlicos de erva-
mate (r=0,96 e r=0,97, respectivamente). Os derivados cafeiol presentes na erva-
mate, sdo em grande parte, 0s responsaveis pela atividade antioxidante (FILIP et al.,
2000).
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Figura 3 — Correlacdo entre conteido de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, em extratos aquosos (EA) e extratos etanolicos (EE) de diferentes
amostras de erva-mate.
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Os compostos fendlicos presentes na erva-mate diferem
significativamente do cha verde (Camelia sinensis), conhecido por ser rico nestes
compostos. A erva-mate contém altas concentracdes de acidos fendlicos, enquanto
0 cha verde apresenta elevadas concentracdes de flavondides (CHANDRA; MEJIA,
2004).

Os acidos fendlicos podem ser agrupados em duas classe: os acidos
hidroxibenzdicos e os acidos hidroxicinamicos. A erva-mate apresenta elevado teor
de compostos derivados do acido hidroxicindmico, principalmente os derivados do
acido cafeico, como o acido clorogénico (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007).
Com relacéo aos derivados do acido hidroxibenzéico poucos sdo encontrados na
erva-mate, dentre eles os acidos galico e siringico, conhecidos por apresentar menor
atividade antioxidante (PAGLIOSA, 2009).

O é&cido 5-cafeoilquinico (5-CQA) é o acido fendélico majoritario da erva-
mate. Bastos et al. (2005) determinaram que uma cuia de chimarrdo contém em
média 27 mg de acido 5-cafeoilquinico. Outros compostos fendlicos comumente
associados a atividade antioxidante como os &cidos clorogénico, 3,4-
dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico, sdo encontrados em
grandes quantidades na erva-mate (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007; FILIP et
al.,2001).
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7 CONCLUSAO

Ao final deste estudo, pode-se comprovar que a maioria dos extratos
de erva-mate preparados apresentaram-se eficazes na inibicdo frente aos
microrganismos Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
25923, sendo que uma maior inibicéo foi verificada frente a Staphylococcus aureus

Com excecao dos extratos da amostra de erva-mate preparada em
estufa a 60°C, os demais extratos apresentaram bons resultados com relagédo a
atividade antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos totais, sendo que a
solucéo de etanol 40% (v/v) utilizada como solvente extrator apresentou uma maior
eficiéncia na extracdo de compostos com atividade antioxidante, quando comparado
a agua quente.

Neste estudo ficou evidente a correlacdo positiva entre a atividade
antioxidante e teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos. O extrato
etandlico da amostra de erva-mate preparada em esteira sem fumaca apresentou a
maior atividade antioxidante no método do DPPH’ e o maior contelido de compostos
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, 843,92 + 0,48 pmol de Trolox-g™* e
155,95 + 1,21 mg EAG-g™, respectivamente.

Os resultados obtidos indicam que extratos obtidos a partir de folhas de
llex paraguariensis, em especial, extratos etandlicos, apresentam atividades
antibacteriana e antioxidante, e consideravel teor de compostos fendlicos.
Considerando estas caracteristicas e a rica composi¢cao quimica desta planta hd um
enorme potencial de inovacdo que deve ser explorado para o desenvolvimento de
novos produtos, permitindo sua aplicacdo tecnolégica nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética, requerendo estudos futuros quanto ao isolamento,

purificacéo e identificacdo dos compostos bioativos.
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8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalhos futuros que os extratos de erva-mate sejam
analisados por cromatografia para que os compostos fendlicos presentes sejam
separados, identificados e quantificados, possibilitando o conhecimento dos
compostos presentes em cada amostra para uma melhor associacdo com as
atividades antibacteriana e antioxidante.

Sugere-se ainda que o0s préoximos estudos sejam voltados para a
aplicacdo tecnoldgica dos extratos de erva-mate, podendo, por exemplo, serem
aplicados no desenvolvimento de novos produtos como desinfetantes e
antissépticos, ou ainda na composicdo de embalagens ativas para alimentos, por
meio da tecnologia de microencapsulagdo, com o propésito de aumentar o tempo de
vida de prateleira dos alimentos.
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