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Resumo

A erva-mate vem sendo estudada devido as diversas atividades biologicas ja evidenciadas. Este
estudo teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano, pelo método de difusdo em disco, da
adi¢do de extratos de erva-mate frente a Escherichia coli e ao Proteus mirabilis previamente
isolados da carne de peito de frango. Foram utilizadas diferentes concentracdes de extrato (125
mg/mL, 250 mg/mL, 550 mg/mL de extrato de erva-mate, controle negativo com solugdo salina
0,85% e erva-mate pura) em triplicata e os resultados analisados pelo SAS® 5.1. Quanto maior a
concentragdo de extrato aplicada, maior (P<0,0001) foi o halo de inibicdo formado para as duas
bactérias avaliadas, sendo que para a E. coli os halos foram menores quando comparados com os
halos para o P. Mirabilis. Foi possivel estimar a concentracdo de 400 mg/mL como sendo a mais
eficiente frente ambas as bactérias avaliadas.
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Abstract

Yerba mate has been studied due to the biological activities already evidenced. This study aimed to
evaluate the antimicrobial effect of the addition of yerba mate extracts against Escherichia coli and
Proteus mirabilis previously isolated from chicken breast meat using the disk diffusion method.
Different extract concentrations were applied (125 mg/mL, 250 mg/mL, 550 mg/mL of yerba mate
extract, negative control with saline 0.85% and pure yerba mate) in triplicate and the results were
analyzed by the SAS® 5.1. The increase in the concentration of the extract applied resulted in an
increase (P<0.0001) in the inhibition zone formed for both bacteria, and it was evident that the
inhibition zone for E. coli was smaller compared with the halos for P. mirabilis. It was possible to
estimate the concentration of 400 mg/mL as the most efficient for both bacteria.
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Introducao

Nos ultimos anos, a atividade antibacteriana de extratos de plantas tem sido objeto de varias
pesquisas(l'4), uma vez que o interesse pela utilizagdo de plantas como antimicrobianos naturais por
parte dos consumidores vem aumentando devido a crescente rejeicdo do uso de produtos
sintéticos”™. Diversos trabalhos tém demonstrado a atividade antimicrobiana in vifro ou em
alimentos da adi¢cdo de varios produtos de origem vegetal, tais como os extratos de orégano, erva-
mate, alecrim, ginseng, gengibre, caqui, laranja, limdo, alho entre outros, revelando, assim,
possiveis substitutos aos antimicrobianos sintéticos utilizados nas industrias de alimentos™*'". As
bactérias gram-negativas, entretanto, sdo geralmente menos sensiveis a a¢cdo antimicrobiana dos
compostos bioativos de plantas devido a presenga da membrana lipopolissacaridea, que restringe a
difusio de compostos hidrofobicos 2.

A llex paraguariensis ¢ uma planta da familia Aquifoliaceae, conhecida popularmente como erva-
mate"”, produzida e comercializada principalmente no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina'?.
No Brasil, o cultivo e colheita da planta se ddo pelo extrativismo da floresta natural ou pelo sistema
misto, em que se combina o crescimento da floresta com melhores praticas de cultivo'”.

A composi¢do quimica do género Ilex ¢ variavel, sendo que os principais constituintes encontrados
nessa planta sdo as xantinas, as saponinas e os compostos fendlicos, como 4acidos fenolicos,
derivados do cafeoil e flavonoides''>'®. A Ilex paraguariensis possui maiores concentragdes dos
derivados de cafeoil, como o 4cido clorogénico e o acido caféico, e de flavonoides, como a rutina e
a quercetina, quando comparada com outras espécies do género Ilex"'”. O 4cido caféico presente na
erva-mate, juntamente com os flavonoides, apresenta atividade antimicrobiana frente a bactérias,

fungos e virus®'®.

Além desses compostos, os polifendis encontrados na erva-mate, como a cafeina, derivados do
cafeoil, 4cido clorogénico, quercitinas, rutinas e teobrominas, contribuem para a atividade
antimicrobiana contra patogenos de origem alimentar''®. Estudos utilizando extratos de erva-mate
vém demonstrando efeito antimicrobiano in vitro frente a diversos microrganismos como
(3), Candida albicans,

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Listeria monocytogenes

epidermidis’, Salmonella enteritidis, Salmonella Lexigton, Salmonella derby, Salmonella enterica
e Salmonella infantis"?, Enterococcus faecalis®®, Shigella sonnei®" e Escherichia coli *®.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de extrato de
erva-mate sobre a inibi¢do de microorganismos isolados da carne de peito de frango.

Materiais e Métodos

O extrato liofilizado de erva-mate (/lex paraguariensis A. St.-Hil.) foi obtido por extragdo com
agua (65-85%) e etanol (15-35%) a partir das folhas das plantas, sem a adi¢do de nenhum
conservante (Centro Flora, Botucatu/SP). Uma amostra (25 g) do extrato foi submetida a avaliagao
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da sua condi¢do microbioldgica inicial, em triplicata, através do numero mais provavel (NMP) de
coliformes totais e coliformes termotolorantes, da contagem padrdo de bactérias mesofilicas totais,
da contagem de bactérias psicotroficas, da contagem de bolores e leveduras e da pesquisa da
presenca de Staphylococcus sp. ¢ de Salmonella sp, segundo o protocolo de Silva et al.*® ¢ as
normas do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento®”.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato de erva-mate foi realizado o teste de difusdo
em disco, conforme os procedimentos descritos pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS). Os discos foram preparados utilizando-se papel filtro (marca Framex) com 6
mm de didmetro, que foram cortados e autoclavados para garantia da esterilidade. Os discos de
papel filtro receberam 10 pL das dilui¢des dos diferentes tratamentos utilizados, que foram: CN-
controle negativo (solucdo salina 0,85%), 125 (adi¢cdo de 125 mg de extrato de erva-mate/mL), 250
(250 mg de extrato de erva-mate/mL), 550 (550 mg de extrato de erva-mate/mL) e puro (extrato de
erva-mate puro). As concentragdes aplicadas foram obtidas pela dilui¢do do extrato em solugdo
salina 0,85% e homogeneizadas com um agitador de tubos tipo Vortex, exceto para o tratamento
com erva-mate pura, em que o disco foi umedecido em solucdo salina 0,85% e envolto pelo extrato
em forma de pd. Apos a aplicacdo dos tratamentos, os discos foram incubados a 36 °C (= 1 °C) por
36 horas para secagem e armazenados lacrados a 7 °C até o dia das analises.

Cepas de Proteus mirabilis e de Escherichia coli de amostras de carne de peito de frango,
previamente isoladas e identificadas com o auxilio de meios de cultura seletivos, microscopia e
provas bioquimicas, além de teste sorologico no caso da E. coli, foram utilizadas para o estudo da
atividade antimicrobiana do extrato de erva-mate. As duas bactérias foram semeadas em agar
nutriente por 24 horas a 37 °C, suspensas em solu¢do salina 0,85% e incubadas a 35 °C até alcancar
turbidez de 0,5 da escala padrao de McFarland.

Com o auxilio de swab estéril, o indculo foi semeado de maneira uniforme por toda a superficie da
placa de 4gar Miieller-Hinton. Foram adicionados trés a quatro discos dos diferentes tratamentos em
cada placa semeada, em triplicata. As placas semeadas e contendo os discos foram invertidas e
incubadas a 36 + 1 °C por cerca de 18 horas. O halo de inibi¢do foi considerado como a area sem
crescimento detectavel a olho nu e os didmetros dos halos de inibi¢do foram mensurados em
milimetros, incluindo o didmetro do disco. O resultado final de cada tratamento foi obtido pela
média das trés repeti¢des, sendo considerados suscetiveis, os halos com diametro igual ou acima de
10 mm.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e trés
repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (GLM) utilizando-se software
estatistico SAS® 5.1. Os resultados dos halos de inibi¢dao, com exce¢do do tratamento com erva-
mate pura (puro), foram submetidos & analise de regressdo por meio do PROC REG do software
estatistico SAS®5.1. As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, com o
nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

Nas avalia¢des efetuadas nas amostras de extrato de erva-mate ndo foi detectado crescimento de
microrganismos, sendo esse produto considerado livre de contaminagdo bacteriana e fingica para as
analises efetuadas.

A aplicagdo do extrato de erva-mate nos discos provocou inibi¢do do crescimento microbiano, uma
vez que foi verificada diferenca significativa (P<0,05) entre as médias dos didmetros dos halos
encontrados para as duas bactérias avaliadas (Tabela 1). Tanto para E. coli como para P. mirabilis,
quanto maior a concentracao do extrato de erva-mate aplicado, maior foi o halo de inibi¢do obtido,
assim como foi verificado por Biasi et al.”, também utilizando extrato de erva-mate.

Tabela 1. Resultados médios da atividade antimicrobiana das diferentes concentrages

de extrato de erva-mate frente a E. coli e ao P. mirabilis

Concentracio do extrato Halo de inibicio (mm)
e E. coli P. mirabilis
CN 0,000 0,000
125 10,99 € 20,21 ¢
250 12,44 BC 22,33 8C
550 13,99 A8 23,8858
Puro 14,99 4 27,774
P <0,0001* <0,00012
CVv 6,50 5,64

CV: Coeficiente de variagdo (%)

AEC Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Y!=0,81699 + 0,07656x - 0,00009630x* / R*=0,9312

Y2=1,55042 + 0,13997x - 0,00018191x2/ R*=0,9228

Os diametros dos halos de inibi¢do formados pela a¢do do extrato de erva-mate foram maiores para
P. mirabilis em comparagdo com os encontrados para E. coli; todavia, foi possivel notar que mesmo
a menor concentragdo de extrato demonstrou atividade frente as duas bactérias, em relagdo ao CN.
De forma semelhante, Vaquero et al.*> ¢ Burris et al.*” também observaram efeito antimicrobiano
dos extratos de Ilex paraguariensis frente a E. coli ¢ P. mirabilis". Por outro lado, ao utilizar o
extrato hidro-alcoolico de erva-mate na concentragdo de 10% frente as mesmas bactérias pelo
método de difusdo em disco, Gongalves et al.*" ndo encontraram efeito antibacteriano, assim como
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Biasi et al.!) e Carelli et al.%®.

A divergéncia dos resultados encontrados quanto a sensibilidade dos microrganismos frente aos
extratos naturais das plantas pode ocorrer por diversos fatores, tais como a parte da planta utilizada,
a época da colheita, 0 método de extragdo e a exposicdo ou ndo dessa planta ao sol'*”, fatores que
estdo diretamente relacionados a concentragdo dos compostos bioativos presentes nos extratos.

Neste estudo, foi possivel observar também regressdes de segundo grau significativas (P<0,0001)
entre os niveis crescentes de extrato de erva-mate, tanto para a E. coli quanto para o P. mirabilis.
Neste caso, quanto maior a concentracdo do extrato aplicado, maior foi o halo de inibi¢do formado
para as duas bactérias analisadas, até atingir o ponto de inflexdo, que foi de 398 mg de extrato de
erva-mate /mL para a E. coli e de 385 mg de extrato de erva-mate /mL para P. mirabilis. Portanto,
foi possivel estimar em 400 mg/mL de extrato de erva-mate a concentragdo mais eficiente frente
ambas as bactérias avaliadas.

Apesar das duas bactérias isoladas da carne de frango terem demonstrado sensibilidade frente ao
extrato de erva-mate utilizado, isso ndo significa necessariamente que este extrato possa também
apresentar efeito antimicrobiano quando aplicado diretamente sobre a carne. O efeito inibitorio de
antimicrobianos naturais sobre o crescimento de bactérias deteriorantes tipicas de carne suina foi
investigado em outro estudo®. Os autores determinaram a concentragio inibitéria minima (MIC)
dos antimicrobianos frente aos microrganismos isolados da carne e, posteriormente, os aplicaram na
carne suina embalada a vacuo no intuito de avaliar o efeito na sua preservagdo. Entretanto, eles
verificaram que concentragdes de até 10 vezes os valores do MIC ndo afetaram o crescimento
microbioldgico na carne suina. Segundo os autores, esse fato pode ser devido a dificuldade de
movimenta¢do dos compostos antimicrobianos através da por¢ao lipidica das membranas, proteinas
ou carboidratos, diferengas nas atividades da 4agua, interacdes entre espécies bacterianas ou
mudancas nas bactérias que as tornaram menos suscetiveis aos antimicrobianos em alimentos.

Embora este estudo ndo tenha efetuado a avaliagdo sensorial do extrato de erva-mate na carne,
outros autores o fizeram. Racanicci et al.*” avaliaram sensorialmente almondegas de carne de
frango adicionadas de 0,05 ou 0,1% do extrato aquoso ou folhas secas de erva-mate. Os autores
verificaram que a adigdo de 0,05% ndo afetou o aroma nem o sabor dos produtos carneos. A adicao
de 0,1% do extrato aquoso alterou o aroma e a adi¢ao de 0,1% de folhas secas alterou tanto o sabor
quanto o aroma; entretanto, a alteracdo no sabor do produto ndo foi considerada um aspecto
negativo pelo painel sensorial.

Conclusao

O extrato de erva-mate estudado apresentou atividade antimicrobiana frente a E. coli e o P.
mirabilis in vitro, sugerindo boas perspectivas para a utilizagdo deste extrato como antimicrobiano
natural, sendo recomendada a concentragcdo de 400 mg de extrato/mL para inibir o crescimento das
bactérias estudadas.
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