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“... Alfabetizar-se ecologicamente ¢ reconectar-se
com a teia da vida e significa construir, nutrir ¢ educar
comunidades sustentdveis, nas quais podemos satisfazer
nossas necessidades sem diminuir as chances das
geracdes futuras....

Uma comunidade humana sustentavel esté ciente
das multiplas relagdes entre seus membros. Nutrir a
comunidade significa, essas relagdes...

A teia da Vida ¢ uma rede flexivel e sempre
flutuante. Quanto mais variaveis forem mantidas
flutuando, mais dindmico sera o sistema, maior sera a
flexibilidade e maior serd sua capacidade para se
adaptar a condi¢cdes mutaveis...”

Fritjof Capra (A teia da vida).



RESUMO

Motivado pelo cultivo de erva mate no Rio Grande do Sul, basicamente dentro de
unidades de produgdo familiar, bem como pelo considerdvel volume de biomassa
descartada, resultante do corte dos ervais, procurou-se identificar possivel atividade
antibacteriana em cambitos e folhas de llex paraguariensis St. Hill, com énfase a
zoonoses de interesse em saude e producdo animal, bem como em saude coletiva.
Definiu-se a verificacdo da Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB) e
Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB) de extratos hidricos
(decocto), alcoolicos (alcoolatura) e hidroalcodlicos (tintura) sobre indculos
padronizados de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
19433), Samonella Enteritidis (ATCC 11076) e Escherichia coli (ATCC 11229). Os
extratos vegetais alcoolicos foram preparados com folhas frescas, os hidroalcoolicos
com os talos desidratados (cambitos) e os decoctos, tanto de folhas como de talos, com
material desidratado. Todas as quatro formas de extragdo apresentaram capacidade de
inativagdo e/ou inibicdo seletivas sobre os indculos bacterianos, porém os extratos a
base de alcool de cereais foram os que apresentaram os melhores resultados. Dentre as
bactérias, a Salmonella Enteritidis demonstrou maior sensibilidade, seguida por
Enterococcus faecalis. Posteriormente, estas duas amostras foram submetidas a testes
sob tempo de exposi¢do de 5, 15, 30 e 60 minutos, na auséncia e na presenga de matéria
organica (soro bovino inativado), confrontando-as com alcoolatura de folhas e
hidroalcoolatura de cambitos, por estes terem obtido maior agcdo antibacteriana sobre os
agentes testados nos testes iniciais de IINIB e IINAB. Os decoctos de cambitos ndo
corresponderam as expectativas iniciais, sendo que as alcoolaturas, tanto de folhas
quanto de cambitos, apresentaram resultados eficazes. Tanto o tempo de exposi¢do
como a presenca de matéria organica interferiram na sensibilidade apresentada por
Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis, positiva ¢ negativamente,

respectivamente.

Palavras-chave: llex paraguariensis, agricultura familiar, atividade antibacteriana,

antibacterianos em zoonoses, plantas medicinais.



ABSTRACT

Motivated by the mate herb cultivation in Rio Grande do Sul, basically inside of units of
family production, as well as for the considerable volume of discarded biomass
resulting from the cut of the mate herb fields (ervais), was tried to identify possible
antibacterial activity in stalks and leaves of llex paraguariensis St. Hill, with emphasis
in the zoonoses, of interest in health and animal production as well as in collective
health. It was defined to verify the Intensity of Activity of Bacterial Inhibition (IINIB)
and Intensity of Activity of Bacterial Inactivation (IINAB) of hydro extracts
(decoctions), alcoholic and hydro alcoholic (dye) on standardized inoculums of
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Samonella Enteritidis (ATCC 11076) and Escherichia coli (ATCC 11229). The
vegetable alcoholic extracts were prepared with fresh leaves, the hydro alcoholics with
dehydrated stalks (cambitos), and the decoctions with leaves and stalks of dehydrated
material. All the four extraction forms presented inactivation capacity and/or selective
inhibition on the bacterial inoculums; however the extracts in base of cereal alcohol
were the ones that presented the best results. Among the bacteria, Salmonella Enteritidis
demonstrated larger sensibility followed by the Enterococcus faecalis. Later these two
samples were submitted to tests under time of exhibition of 5, 15, 30 and 60 minutes, in
the absence and in the presence of organic matter (inactivated bovine serum),
confronting them with the leaves alcoholic extract and with the stalk hydro alcoholic
extract, as they had larger antibacterial action on the agents tested in the initial tests of
IINIB and IINAB. The stalk decoction didn't correspond the initial expectations, and the
alcoholic extracts as much of leaves as of stalks presented effective results. The time of
exhibition and the presence of organic matter interfered in the in the sensibility
presented by Salmonella Enteritidis and Enterococcus faecalis, positive and negatively,

respectively.

Key words: llex paraguariensis, family agriculture, antibacterial activity, antibacterial

in zoonoses, medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es Iniciais

O uso de erva-mate tem sua origem junto aos povos indigenas que
estabeleceram-se no sul da América do Sul. Essa relagdo de uso da erva pelo indigena
tem um alicerce profundo em suas crengas espirituais e visdo de ecossistemas. Desde as
primeiras investidas que os colonizadores europeus realizaram no Continente, foi
crescente o interesse comercial pela planta por seus efeitos revigorante e estimulante,
criando-se formas de sua exploracao.

Os cultivos de ervais chegam a nossa época com uma forma racionalizada de
produgdo, com muitas técnicas para aumentar a produtividade e qualificar e transformar
a erva em produtos. No Sul do Brasil a produgdo de erva estd distribuida, na sua
maioria, em pequenas propriedades rurais que a exploram como uma forma
complementar de renda na sua area produtiva, com possibilidades de comercializagao
desta producao vinculada quase que exclusivamente a venda de produtos para empresas
que beneficiam a erva.

Desde o processo de desenvolvimento da agricultura moderna, criado nas
décadas de 50, 60 e 70, ficou claro uma forte mudanga na maneira de relagdo do homem
do campo com a natureza, tornando cada vez mais necessario o consumo de insumos
externos do ambiente em que se vive para atender padrdes da produgdo, voltada
exclusivamente ao mercado. Isso ocasionou o €xodo rural e uma grande escassez de
recursos naturais. Atualmente, porém, sdo muitos os movimentos sociais, entidades
organizadas e Organizagdes Nao Governamentais (ONGs) que trabalham para formular
outra possibilidade de desenvolvimento, que seja de uma agricultura sustentavel, onde
as tecnologias devem primar pela questdo social e ambiental.

O campo cientifico tem contribuido com a pesquisa de tecnologias que
valorizem a natureza junto com o conhecimento da populagdo sobre estes ambientes.
Neste contexto, o Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, contribuiu com diferentes teses e
dissertagdes, embasada no desenvolvimento e no resgate popular criando-se a
possibilidade de compartilhar diferentes resultados de pesquisa e mesmo de visdes de

mundo.
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1.2 Problema

Como questdo de pesquisa questionou-se qual seria a atividade antibacteriana de
Ilex paraguariensis St. Hill. (“erva-mate”) frente a agentes zoonoticos, simulando, ““ in
Vvitro”, situagdes problemas em ambientes de satde ¢ produgdo animal na agricultura

familiar.

1.3 Hipdteses
Como hipoétese de pesquisa estabeleceu-se:

e diversos extratos de diferentes partes de llex paraguariensis St. Hill. (“erva
mate”), sob forma de droga crua, apresentariam atividade antimicrobiana
seletiva sobre distintas bactérias zoonoticas;

e essa atividade poderia ser expressa através de CIMs (Concentragdes Inibitdrias
Minimas), IINIBs (Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana),CBMs
(Concentragdes Bactericidas Minimas) IINABs (Intensidade de Atividade de
Inativag¢ao Bacteriana);

e cssa atividade poderia interferir na preditividade diagnostica destas zoonoses,
simulando resultados falsos negativos, por inibi¢do dos agentes bacterianos;

e seria possivel agregar valor a subprodutos e residuos da erva mate, como

insumos para a profilaxia de zoonoses em condi¢des de agricultura familiar.

1.4 Justificativa

A producao da erva-mate gera uma quantidade de residuos ndo aproveitados
(cambitos, galhos, tocos e folhas), desprezados por vezes de forma inadequada,
facilitando, por exemplo, riscos de acidentes ocupacionais por agentes perfuro-
cortantes. Por ser um volume de residuo abundante e ndo aproveitado, propde-se uma
reutilizagdo como fonte de possiveis antimicrobianos no controle de zoonoses
bacterianas em sistemas de satide e produ¢@o animal, por exemplo, sob forma de camas
em avicultura. Esse subproduto, por sua vez, poderia ser um substitutivo de insumos,

bem como uma complementagdo de renda para pequenas propriedades.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 AGRICULTURA FAMILIAR E TRANSICAO DO PARADIGMA
TECNOLOGICO.

2.2.1 Processo de desenvolvimento na agricultura

No ultimo século, a idéia de desenvolvimento ganha forca nos paises ndo
industrializados, através de teorias e principios econdmicos que véem, no Estado, um
impulsionador da modernizagdo, garantindo um importante desenvolvimento
economico e técnico (ALMEIDA; NAVARRO, 1997).

No pés-guerra identificaram-se altas taxas de crescimento mundial, geradoras de
uma expansao econdmica que perdurou até¢ meados dos anos 70. Durante as décadas de
50 e 60 desenvolveu-se a idéia de que a agricultura deveria assumir um carater
empresarial e moderno, que participasse do crescimento econdmico nacional. Com isso
rotulou-se, ideologicamente, o modo de producdo agricola tradicional como sendo
“atrasado” ou “arcaico”, para que esse pudesse ser superado por uma nova e melhor
agricultura (ALMEIDA; NAVARRO, op. cit.). No Brasil essa tendéncia
desenvolvimentista se aprofunda na década de 60 com a introdu¢gdo do modelo
tecnologico Norte Americano para a producdo agricola e pecudria, investindo-se
massivamente em trés areas da ciéncia (mecanica, quimica e biologia), esse processo
recebeu denominagdo de “Revolugdo Verde” (Gorgen, 2004). Silva (1999) ressalta
ainda que a posi¢ao da ciéncia no programa de desenvolvimento tecnoldgica deve ser
compreendida estando inserido e vinculado a questdo de classe da sociedade capitalista
e que o problema fundamental nao seria o carater cientifico do conhecimento em si, mas
sim o seu aspecto politico ideoldgico (para quem serve a tecnologia a ser utilizada).

Para adequar seu modelo de producdo agricola, o Brasil teve de modernizar a
base técnica dessa produgdo, promovendo a substitui¢do de produtos internos por outros
externos (maquinas e insumos quimicos). Essa relacdo de crescimento de consumo
intermediario causou a dependéncia da compra de insumos. Também caracteriza esse
periodo, o processo de industrializacdo da agricultura, fazendo com que grupos

econdmicos, através de fusdes, constituissem grupos financeiros que passam a ter poder
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especulativo no mercado e comegam a adquirir grande quantidade de terras, ficando
muitas delas na mao de multinacionais (SILVA, op. cit..).

Para implementagdo do pacote tecnologico foi necessaria a formacao de técnicos
em universidades e escolas agricolas que pudessssem reproduzir os conceitos desta nova
tecnologia (Gorgen, op. cit.). formou-se uma estrutura para a Extensdo rural no Brasil
atrelada a tendéncia de desenvolvimento urbano-industrial, criando assim uma
necessidade de educar o homem do campo de forma que esse pudesse se adaptar ao
processo das forcas produtivas e relagdes de produgdo inerentes ao modo de producao
predominante (Caporal e Costabeber, 2004).

As medidas adotadas na produgdo agricola pelos paises em desenvolvimento nos
ultimos vinte e cinco anos, trouxeram sérias conseqiiéncias. O aumento dos problemas
manifestou-se tanto no aspecto econdmico (com o empobrecimento dos agricultores)
como no aspecto ambiental, com a extensa exploragdo dos recursos renovaveis e nao
renovaveis e a contaminacao excessiva devido ao elevado uso de produtos quimicos

para agricultura. (ALMEIDA; NAVARRO, op. cit.).

2.2.2 A visao da sustentabilidade e agroecologia

Viarios fatores foram relevantes para o crescimento do debate sobre
desenvolvimento sustentavel e a disseminagdo de alternativas tecnologicas. Existem
diversas iniciativas de entidades, ndo governamentais € governamentais, que procuram
desenvolver o tema do desenvolvimento rural (NAVARRO; ALMEIDA op. cit.).
Procurou-se estabelecer alguns elementos sobre a necessidade de construcdo de novos

paradigmas que visem a eqiiidade da producao para produtores e consumidores

“A preservacdo da produtividade da terra agricola, em longo prazo,
requer a producdo sustentavel de alimentos. A sustentabilidade ¢
alcancada através de praticas agricolas alternativas, orientadas pelo
conhecimento em profundidade dos processos ecoldgicos que
ocorrem nas areas produtivas e nos contextos mais amplos dos quais
elas fazem parte. A partir desta base, podemos caminhar na direcdo
das mudangas socioecondmicas que provem a sustentabilidade de
todos os setores do sistema alimentar (GLIESSMAN, 2000, p.52).”

Caporal e Costabeber (2001) relatam que, neste contexto, “surgem novas
orientacdes teodricas”, usando conceitos mais abrangentes como o “desenvolvimento

com eqiiidade” e o “ecodesenvolvimento”. Segundo Goémez (1997), esses marcos
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tedricos foram desenvolvidos durante as décadas de 70 e 80 e sdo utilizados para
expressar a preocupagao de garantir as necessidades atuais sem comprometer a vida de
geracgdes futuras. Vérias defini¢des e interpretagdes sdo dadas sobre o desenvolvimento

sustentavel, porém considera-se que existe consenso em alguns pontos como:

“Manutengdo em longo prazo dos recursos naturais e da
produtividade agricola; minimizar os impactos adversos ao meio
ambiente;retorno econdomico adequado aos produtores; satisfacdo das
necessidades humanas de alimento e renda; atendimento das
necessidades sociais das familias e das comunidades rurais,

(GOMEZ,1997, p.99).”

A agroecologia surge com uma percep¢ao de sustentabilidade que passa a levar
em conta outros fatores que ndo s6 os produtivos. Configura-se como uma nova
dindmica de ciéncia, que relaciona as questdes socioecondmicas com profunda
compreensdo da ecologia humana nos sistemas agricolas. Tendo como objetivos e
principios produzir conhecimento, ndo apenas técnico-agronOmicos, mas socio-
culturais, politicos e éticos, desenvolvendo um agroecossistema com dependéncia
minima de insumos externos (ALTIERI, 1998).

Conforme Gliessman (0p. Cit.) a agroecologia tem por objetivo desenvolver uma
agricultura que ¢ ambientalmente consistente, altamente produtiva e economicamente
viavel valorizando o conhecimento local de forma a romper com o processo de
produgdo de conhecimento e sua aplicacao.

Uma discussdo que vem sendo feita pelos que defendem a agroecologia ¢ que
ndo basta fazer a substituicdo de insumos quimicos pelos bioldgicos, pois o sistema de
producao deve incluir a produgdo vegetal e animal, no qual se incrementam o
sinergismo que assegura a fertilidade do solo, a regulacdo natural das pragas e a
produtividade das culturas (ALTIERI; NICHOLLS, 2005)

A discussao de agricultura sustentavel e agroecologia, estdo diretamente ligadas
a agricultura familiar. Esse grupo social, pelas suas condi¢des de producao e sua logica
econdmica de reproducdo simples, € capaz de realizar a transi¢do com maior facilidade
para um modelo de desenvolvimento sustentavel (GOMEZ op. cit). Devemos perceber
que esta ¢ uma forma peculiar de exploracdo da terra, ou seja, possui formas de
conducdo das atividades e da vida de producdo, ligadas a logica da reproducdo e

sobrevivéncia da familia (RIBEIRO 2002, apud OLIVEIRA 2003).
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2.2.3 Perspectivas para criagdo animal na agroecologia

O mundo em que o homem faz parte, dentro de uma abordagem holistica, remete
a valorizacdo de todos os seres vivos e isso significa dar aos animais a dignidade que
merecem. Numa propriedade ecoldgica, a satide dos animais ndo deve ser baseada no
uso de drogas quimicas, ¢ sim em um sistema integrado que considere as ragas mais
adaptadas ao local, manejo e rotacdo de pastagens, priorizando sempre o bem-estar
animal (ESCOSTEGUY, 2000).

Os animais sdo freqiientemente relacionados, nos sistemas de agricultura
sustentavel, como fornecedores de matéria orgdnica ou tragdo, menosprezando a
complexidade destes seres biologicos e o seu papel na evolucao das sociedades humanas
(ZANELLA, 1998). Nos ultimos doze mil anos da historia da humanidade, a
domesticagdo dos aniomais gerou varias mudangas no modo de vida dos seres humanos,
proporcionando estabilidade, fornecimento de alimentos, agasalho, trabalho, protegdo e
companhia (SERPELL, 1988, apud ZANELLA, op. cit.).

O sistema organico ou ecologico de producdo animal consiste numa rede
interligada de todos os elementos na propriedade, considerando as conseqiiéncias de
qualquer intervencdo que possa causar reagdes, ndo sO nos animais, mas também no
solo, plantas e meio ambiente. Existem varios métodos para intervir na prevencao ou
tratamento de doencas, como a homeopatia para animais, plantas medicinais,
acupuntura e associacdo de criagdo com predadores naturais de parasitas (AURVALLE,
1985).

A sustentabilidade ndo € possivel sem a preservacao da diversidade cultural que
permeia as agriculturas locais. Nesse ponto, o resgate de conhecimentos de pessoas
sobre o local em relacio ao solo, vegetagdo e praticas com animais, pode ser
fundamental (ALTIERRI, op. cit.). Um trabalho realizado na Italia, com grupos
tradicionais de agricultores, possibilitou o estudo de mais de 260 espécies de plantas
que culturalmente sdo usadas no tratamento animal, possibilitando resgatar esse
conhecimento, que com o passar do tempo tem sido transmitido de forma oral entre as

geragodes (VIEGI; et al., 2003).
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2.3 Plantas medicinais :

2.3.1 O estudo de plantas medicinais

Desde o inicio da humanidade, as plantas medicinais sdo usadas como forma de
tratamento, alimentacdo e prevencao de doengas. Schiiler (1990) relata que um dos
documentos mais antigos que aborda o uso e cultivo de plantas foi encontrado na China
e data de 3000 a.C. Cunha (2003) ressalta ainda que os Assirios e Egipcios também
possuiam dominio sobre a manipulagdo ¢ uso de plantas no tratamento de doengas,
deixando registrados em suas escritas. Com o passar dos séculos, varias civilizagdes
deixaram seus escritos e estudos sobre as plantas, porém foi no final do século XVIII
que se comecou a isolar e determinar a estrutura dos constituintes ativos dos produtos
de origem natural (CUNHA op cit.). Em 1841, foi sintetizado pela primeira vez um
medicamento que reproduzia o acido salicilico que existe em Salix babilonica L. “salso
chordo” (SCHULER op cit.).

Os medicamentos modernos dos laboratérios farmacéuticos sdo amostras
purificadas e altamente concentradas de substincias que existem naturalmente nas
plantas, e nesse processo descartam-se outros elementos considerados sem importancia,
mas que desempenham um papel vital para limitar efeito colateral do principio ativo

principal (CAPRA, 1982).

Com o desenvolvimento das industrias farmacéuticas e a grande quantidade de
produtos lancados no mercado que tiveram sucesso em tratamento de varias doengas e
sintomas criou-se assim um menosprezo pelas plantas medicinais (SIMOES et al, 1988).
Essa forma de pensar sedimentou-se no meio cientifico e da saude; todavia nessas
ultimas décadas, houve algumas mudancas de atitude. A Organizacdo Mundial da
Satde, através das Conferéncias Mundiais de Saude, vem enfatizando que os
conhecimentos ditos tradicionais, com o uso de recursos naturais, principalmente com
plantas, constituem um alicerce indiscutivel na Aten¢do Primaria em Saude. Esta foi
defendida na Conferéncia Internacional de Alma Ata, em 1978, no Cazaquistao, como a
assisténcia sanitaria basica, baseada em métodos e tecnologias praticas, cientificamente
fundamentadas e socialmente aceitdveis, posta ao alcance dos membros das

comunidades mediante sua participagdo plena e a custos suportaveis (OMS, 1978).
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Uma das ferramentas mais relevantes no estudo de plantas medicinais ¢ o resgate
do conhecimento tradicional. Muitas comunidades tradicionais ou autoctones possuem
uma vasta farmacopéia natural, em boa parte proveniente dos recursos vegetais
encontrados nos ambientes naturais ocupados por estas populacdes, ou cultivados em
ambientes antropicamente alterados (AMOROZO, 2002). A populagdo, de um modo
geral, guarda um saber significativo a respeito de métodos alternativos para curar as
doencas mais freqiientes. As comunidades tradicionais possuem uma experiéncia maior
sobre esse assunto, porém esse conhecimento vem sendo ameagado devido a influéncia
direta do uso da medicina ocidental moderna em tais comunidades (QUEIROZ, 1986
apud PAULA et al. 2002).

O estudo de plantas medicinais com um carater multi e interdisciplinar tem sido
reconhecido como um ponto crucial para o desenvolvimento de estudos mais

elaborados, mais profundos e de maior credibilidade cientifica (DI STASI, 1996).

2.3.2 Atividade antibacteriana de algumas plantas medicinais

A pesquisa de plantas medicinais sobre a atividade antibacteriana tem cativado
vérios cientistas em todo mundo. Na India, Ray ¢ Majumdar (1997) testaram cento ¢
cinco espécies de plantas com objetivo de prospectar sua acdo antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi e Vibrio
cholera ¢ agdo antifingica contra Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton ruburum e Aspergillus niger. Das plantas
testadas trinta tiveram resultados consideraveis como antibacterianas, tanto para gram-
positivas quanto para gram-negativas, e vinte com atividade antifingica. Quatro plantas
mostraram atividade para todos os microrganismos testados.

Outros trabalhos se embasam nas praticas tradicionais de medicina popular para
fazer a triagem de atividade antibacteriana. Anesini e Perez (1993) trabalharam com
extratos de 132 plantas através de decocto. As plantas que foram utilizadas pertencem a
um vasto conhecimento da populacdo Argentina e sdo aplicadas no tratamento de
cataratas, diarréias e infecgdes do trato urinario. Os resultados obtidos foram de 12
espécies com atividade contra Staphylococcus aureus, dez espécies contra Escherichia
coli e quatro contra Aspergillus niger.

No Brasil também existem muitos trabalhos em varias regides do pais. Celotto et
al. (2003), em Sdo Paulo, estudaram a atividade antibacteriana de trés espécies de

Miconia (M. albicans, M. rubiginosa ¢ M. steonostachya). O principio do trabalho foi
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fazer extratos com a droga crua, valorizando a integralidade do composto fitoquimico
da planta ¢ confrontando com algumas bactérias patogénicas como Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella Enteritidis e Escherichia coli.

Na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tecnologias que utilizam
recursos naturais renovaveis para desinfec¢do tem sido tema de pesquisa. Varias
dissertacdes e teses dentro do Programa de Pdés Graduagao em Ciéncias Veterinarias
tratam do assunto. As plantas utilizadas para pesquisa normalmente sdo indicadas por
informantes, ou seja, pessoas que possuem conhecimento empirico do uso da planta
como medicinais resgatadas através de etnografia rapida. Destas plantas selecionadas,
confrontam-se seus extratos (decocto, alcoolatura e 6leos essenciais) com bactérias de
interesse sanitario, podendo estas ser padronizadas internacionalmente ou isoladas de
situacdes-problema-especificas (SOUZA  2005). Neste sentido, a atividade
antibacteriana do decocto de Baccharis trimera (Less) D. C. — Compositae (carqueja)
foi testada por Avancini (1995), mostrando marcada seletividade sobre as bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis) e menor agdo sobre
bactérias Gram-negativas (Salmonella pullorum e Escherichia coli). Este estudo
referendou indicagdo popular do uso da carqueja e possibilitou estabelecer uma
atividade minima da planta que atingisse a eficacia antimicrobiana desejada. Souza
(1998), utilizando o decocto de Tagetes minuta L. — Compositae (chinchilho) frente a
diferentes bactérias, obteve sensibilidade a planta por Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecium e Salmonella pullorum. Ja Escherichia coli, nas condigdes do
experimento, demonstrou-se mais resistente ao decocto. Gutkoski (1999) testou o
decocto de Casearia sylvestris Swartz Flacourtiaceae (cha de bugre) em seis
microrganismos de importancia em saide humana e animal, obtendo bacteriostasia para
Salmonella Enteritidis e redugdo na contagem de unidades formadoras de coldnias
(u.f.c) de Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, ndo
apresentando atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus e Streptococcus
faecium. Avancini (2002) confrontou Hypericum caprifoliatum Cham e Schlech —
Hypericaceae (Guttiferaceac) — (escadinha) com alguns agentes Gram positivos,
apresentando atividade bacteriostatica e bactericida frente a nove amostras testadas,
dentre elas Staphylococcus aureus e Salmonella cholera-suis. Das amostras
confrontadas com o extrato da planta, entre as isoladas de situagdes problema ‘“de
campo”, apenas uma mostrou resisténcia. Gongalves (2005) estudou dezoito plantas

resgatando o seu uso popular. Destas, cinco apresentaram melhor agao no controle de
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crescimento bacteriano. O extrato que mais se destacou foi o da Cuphea carthagenensis
(Jacq) Macbride (“sete sangrias”). Souza (2005) trabalhou com enfoque na etnografia
em comunidades remanescentes de Quilombolas no litoral do Rio grande do Sul, com a
planta Aloysia gratissima (Gill et Hook) Tronc-. Verbenaceae (garupd), testando seus
extratos sobre seis agentes de importancia em saide e producdo animal. Dentre estes,
trés demonstraram resultados satisfatorios quanto a sensibilidade com o Rhodococcus
equi, Pasteurella multocida ¢ Salmonella Enteritidis. Alguns outros trabalhos foram
realizados com bactérias de interesse em alimentos e confrontadas com plantas
condimentares, com objetivo de encontrar conservantes naturais para produtos
alimenticios. Bedin (1998) confrontou o decocto de Origanum applii (Domin.) Boros
Labiatae (orégano) com Salmonella Enteritidis e Escherichia coli, tendo como resultado
atividade antimicrobiana satisfatoria. Carvalho (2004) testou trinta e duas espécies
diferentes de condimentos sobre quatro inoculos padronizados, dois Gram-positivos
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e dois Gram-negativos (Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli). Doze das plantas selecionadas apresentaram atividade

antibacteriana.

2.4 Saude e Producdo Animal: importancia dos desinfetantes

Com a mudanca da produgdo tradicional para os sistemas mais tecnificados,
provocou-se um aumento na concentragdo animal nos diferentes sistemas de criacao,
possibilitando, assim, a maior transmissibilidade de doengas que, muitas vezes, estavam
em equilibrio na natureza. Segundo Athayde (1984), a relacdo entre Saude/Enfermidade
¢ dependente de trés fatores basicos, dinamicos entre si: agente causal, hospedeiro-
suscetivel e ambiente. Foratini (1992) estabelece ainda que, nessas circunstancias, se
considerarmos a nog¢ao ecologica da doenga, ou seja, encadeamento de determinantes de
natureza fisica, biologica e social, haverd condigdes propicias e necessarias para
ocorréncia da enfermidade.

Reber (1973), Borneff (1977) e Schliesser & Strauch (1981), apud Wiest (1984),
definem a desinfeccdo como sendo o controle ou a eliminagao dirigida de
microrganismos considerados indesejaveis em situagdes problema especificas, pela
atuacdo em sua estrutura e seu metabolismo, independente do seu estado funcional,
visando prejudicar a transmissdo do agente e/ou reduzir a sua dose infectante. Dessa

maneira, atende-se a multidimensao dos problemas de saude, desde a producao de
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alimentos (desinfec¢do de estdbulos, salas de ordenha, frigorificos, etc) até os aspectos
ambulatoriais, clinicos ou cirtrgicos também persistentes. Com isso, pode-se estimar
que um microrganismo possa assumir papel importante dependendo do objetivo que se
deseja alcangar. Proteus, por exemplo, dentro de um ambiente cirirgico deve ser
controlado para impedir que haja contaminacdo de materiais e/ou dos tecidos vivos,
porém, ele € muito eficaz e desejavel, em sistemas de biodegradagao de residuos.

Wiest e Fensterseifer (1985) referem—se a desinfec¢do como uma forma de
prevencao da ocorréncia ou prevengdo da evolucdo de problemas transmissiveis, tanto
individualmente quanto em populagdes. Pode-se citar, como exemplo, Englert (1991)
apud Avancini (2002) no uso rotineiro de desinfetantes em avicultura como uma pratica
decisiva na prevencao de doencas e manutencdo do ambiente de sanidade das aves.

Ao se analisar, porém, os desinfetantes sintéticos, estes trazem na sua
formulag@o uma carga de produtos poluidores e alguns com poder residual muito alto,
permanecendo no ambiente por muito tempo. A desinfec¢do como problema de saude
defronta-se com aspectos relacionados a oferta de produtos no mercado ligados a
sociedade de consumo, bem como a problemas relativos ao meio ambiente
(ecossistema), causados pela ampla variedade de produtos quimicos com poder
cumulativo (AL-WAKEEL, apud WIEST ¢ FENSTERSEIFER, 1985). Estes autores
descrevem ainda que antibidticos e desinfetantes provoquem transtornos significativos
no tratamento de residuos liqiiefeitos, oriundos da produgdo animal, mantidos sob

aeragdo e movimentagao continuas e forcadas, que visam a reciclagem bioldgica.

2.5 Bactérias Zoondticas: Suas Influéncias na Produc@o Animal e o Risco na

Seguranca Alimentar

Zoonoses sdo enfermidades naturalmente transmitidas entre homens e animais,
tendo relagdes significativas com a satde publica, o ambiente e o bem-estar
socioecondmico, portanto, com qualidade de vida. Estdo presentes em varias espécies
animais principalmente nas que o homem depende para sua alimentagdo, registrando
maior incidéncia nos paises em desenvolvimento (ACHA e SZYFRES, 2003). Schwabe
(1969, apud Wiest,1984) define zoonoses como sendo doengas compartilhadas na

natureza pela espécie humana e as espécies animais vertebradas superiores.
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As zoonoses classificam-se, segundo a Organizagdo Mundial da Saude, em
quatro categorias: as zoonoses diretas, as ciclozoonoses, as metazoonoses € as
saprozoonoses, levando em conta um enfoque didatico e epidemioldgico, que
fundamenta-se no tipo de ciclo do agente causal transmissivel. Entre as zoonoses
diretas, classificam-se as principais doengas transmissiveis por alimentos através de
agentes como Staphylococcus, Salmonella, Escherichia entre outras, que necessitam

somente de um vertebrado para manterem seu ciclo (WIEST, op cit).

2.5.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1878, por Robert Koch, em
pus humano (GUERREIRO, 1984 ). E uma bactéria coco, gram-positiva, nio
esporulada, aerdbia e anaerobia facultativa, ndo muito resistente ao calor, porém possui
enterotoxinas que resistem até 100°C por 30 minutos. Sdo conhecidos cinco tipos de
enterotoxinas (A, B, C, D e E), contudo a mais prevalente ¢ a enterotoxina A. (ACHA e
SZYFRES, op.cit.).

Mesmo que os Staphylococcus spp. ndo produzam esporos, eles t€ém uma fase de
significancia intermedidria no ambiente, desde que haja pd, ndo dependendo da
excrecdo fecal (HOBBS E ROBERTS 1993). Possuem um bom crescimento sob
condi¢des de alta pressdo osmotica e pouca umidade, explicando parcialmente como
conseguem crescer € sobreviver nas secrecdes nasais € na pele (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2000).

Entre as doengas produzidas por estafilococos, a mastite bovina pode ser
causada por essa bactéria comum no Ubere da vaca, podendo também ser transmitida
pelo maquinario de ordenha e/ou pelas maos do ordenhador. Isso causa grande perda da
producado, trazendo prejuizos ao produtor de leite (ACHA e SZYFRES, op. cit.). Uma
outra possibilidade de problema de saude publica deve ser considerada ja que cerca de
44% do leite consumido no Brasil ¢ vendido informalmente, ou seja, sem nenhum tipo
de fiscalizagdo sanitaria. (FAGUNDES;OLIVEIRA, 2004).

Segundo Guerrreiro (op. cit.), o Staphylococcus aureus acomete os suinos
causando epidermite exudativa e dermatite seborréica, sendo que essa ultima pode
atingir morbidade e mortalidade de 5 a 90%. Em caes, a bactéria causa a dermatite
pustulosa e em galinhas pode causar septicemia em animais de baixa resisténcia,

levando ao 6bito.
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Esse tipo de contaminagdo dentro dos sistemas de produgdo animal, além de
causar perdas econdmicas, pode ser patogénico para o homem, sendo por isso que a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) considera as doencas provocadas por essa

bactéria como zoonoses (GUERREIRO,op. cit.).

2.5.2 Enterococcus faecalis

O termo Enterococcus foi utilizado pela primeira vez em 1899 por Thiercelin
para descrever diplococos gram—positivos de origem intestinal, e em 1909, foram
classificados dentro do género Streptococcus como Streptococcus faecalis (PITA,
2002). Durante muito tempo foram considerados como uma das categorias do
Streptococcus possuidores do antigeno do grupo D. Através de -caracteristicas
fisiologicas e da suscetibilidade a antimicrobianos, somando essas diferencas aos
estudos de genes, demonstrou-se a diferenca entre estas bactérias, criando-se a
necessidade de um género proprio, Enterococcus. As duas espécies mais importantes
sdo E. faecalis e E. faecium, porém esse género possui mais de 20 espécies atualmente
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

O E. faecalis ¢ membro da flora normal do trato intestinal (homens e animais),
podendo ser também encontrado na mucosa oral, vaginal e na pele (TRABULSI;
ALTERTHUM, op cit.). Existem algumas restricdes no uso de Enterococcus faecalis
como indicadores de contaminagdo fecal, por serem encontrados em outros ambientes
diferentes do trato intestinal (FRANCO; LANDGRAF, 1996). E. faecalis apresenta
maior sobrevida do que os enteropatogenos do solo, de vegetais e em alimentos,
principalmente naqueles submetidos a desidratag@o, a¢do de desinfetantes e a flutuacdo
de temperatura, por serem mais resistentes.

E. faecalis corresponde a cerca de 80 a 85% das amostras de enterococos
isoladas de material clinico (TRABULSI; ALTERTHUM, op cit.). Em Porto Alegre
efetuou-se uma pesquisa onde 455 amostras de enterococos, isolados de pacientes
moradores da cidade, foram identificados e testados quanto a sensibilidade a
antimicrobianos, sendo a espécie mais freqiiente o E. faecalis (92,8%). Os testes
revelaram que 62% das amostras foram resistentes a tetraciclina, 42,6% a eritromicina,
24,8% ao clorofenicol, 22,6% a ciprofloxacina, 22% a norfloxacina,3,5% a ampicilina e

3,5% a nitrofurantoina (D’AZEVEDO et al., 2004).
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2.5.3 Salmonella Enteritidis

Esse género recebeu seu nome em homenagem ao pesquisador Daniel E. Salmon
em 1900. Sao bacilos gram-negativos e fazem parte da familia Enterobacteriaceae
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997). Ao invés de varias espécies, o género Salmonella
¢ considerado uma tnica espécie dividida aproximadamente em 2.000 sorovares, quase
todos potencialmente patogénicos ao homem e aos animais (TORTORA; FUNKE;
CASE, op. cit).

O principal reservatorio natural das salmonelas ¢ o trato intestinal do homem e
animais, ¢ freqiiente em aves, mas também comum em bovinos, suinos e eqiiinos, bem
como em animais silvestres como roedores, répteis e anfibios (ROITMAM,

TRAVASSOS; AZEVEDO 1987).

Nos Estados Unidos da América (EUA) a maioria dos surtos de salmonelose
eram de S. typhimurium. De 1976 para 1993, a taxa de identificacdo de S. Enteritidis
cresceu 21%, ultrapassando o sorovar Typhimurium, (ACHA; SZYFRES, op. cit.).
Silva e Duarte (2002) fazem uma retrospectiva do surgimento da Salmonella Enteritidis
no contexto da producdo avicola no Brasil, que comegou a dar sinal de relevancia no
final da década de oitenta. O crescimento de isolados deste sorovar passou de 1,2% para
64,9% entre amostras humanas e de zero para 40,7% para amostras nao humanas, no
periodo de 1991 a 1995 (HOFER, et al., 1998, apud SILVA; DUARTE, 2002).

No Brasil, os surtos por S. Enteritidis no homem tém aumentado e grande parte
deles tem sido relacionada com o consumo de ovos ou pratos com ovos. A
contaminagdo de ovos por salmonela da-se inicialmente pela casca. Agregando tempo e
temperatura, criam-se condi¢cdes preponderantes para salmonelas se instalarem nas
estruturas internas do ovo (STALDEMAN, 1986; SILVA, 1995; apud Oliveira ¢ Silva,
2000). Um estudo da Universidade de Campinas, Sao Paulo, demonstrou em 124
amostras com 10 ovos cada, no periodo de Janeiro a margco de 1995, 9,6% tinham
contaminagdo por S. Enteritidis na casca e 3,2% na gema (OLIVEIRA e SILVA, op.
cit.).

2.5.3 Escherichia coli
A Escherichia coli foi identificada pela primeira vez por Escherich em 1885 em
fezes de criangas (GUERREIRO op. cit.). Pertence a familia Enterobacteriaceae, ¢ uma

bactéria anaerdobia facultativa e ¢ um dos habitantes mais comuns do trato intestinal,
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tanto de homens como de animais. Sua presenca na agua e nos alimentos ¢ um
importante indicador de contaminagao fecal (TORTORA; FUNKE; CASE, op. cit.).

Embora Escherihia coli seja um habitante normal e inofensivo do intestino de
quase todas as criaturas, certas cepas sdo patogé€nicas para o homem e os animais,
(FRANCO; LANDGRAF, op cit.). De acordo com os aspectos estruturais, fisiologicos,
genéticos, estrutura antigénica e fatores de viruléncia, a Escherichia coli subdivide-se
em seis linhagens patogénicas que sdo: Escherichia coli Enteropatogénica classica
(EPEC), Escherichia coli  Enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
Enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli
Enteroagregativa (EAEC), e Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) (TRABULSI,
ALTERTHUM, op. cit.).

A Colibacilose ¢ uma doeng¢a muito comum, causada pela E. coli, provocando
grandes perdas econdmicas na produ¢do animal. Nos bovinos causa alta mortalidade em
terneiros de até 10 dias de vida, pelas fortes diarréias e sucessiva desidratacao, podendo
ainda ocasionar mastites, principalmente em vacas velhas, por terem o canal intra-
mamario dilatado, o que facilita a entrada do agente causal (ACHA; SZYFRES, op.
cit.). Um dos mais importantes problemas de saude, associados a produgdo suina, ¢ a
diarréia neonatal causada por cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas, sendo este
agente responsavel por 48% das mortes em animais ndo desmamados (SIMIONATTO
et al., 2005). Colibacilose em galinhas adultas e em perus pode afetar os pulmdes e
também atingir o sistema circulatdrio, causando septicemia e morte (ACHA; SZYFRES
op. cit.).

Nos alimentos, a pesquisa de E. coli ¢ importante, pois fornece mais informagdes
sobre as condicdes higiénicas do produto e melhor indicagdo da eventual presenca de
enteropatogenos (FRANCO; LANDGRAF, op cit.). Surtos de gastrenterites por
contaminagdo alimentar sdo de incidéncia maior com as cepas enterotoxigénicas

(HOBBS; ROBERTS, op. cit.).

2.1 llex paraguariensis A. St. Hill “erva-mate”

2.1.1 Historico da cultura da erva-mate

Os indigenas da América do Sul, principalmente os que ocupavam o territorio

que hoje corresponde ao Paraguai, Argentina e sul brasileiro, utilizavam a erva-mate
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como uma bebida tonica e estimulante. A palavra de origem quéchua “mati” ou de
origem tupi- guarani “cad” (erva) era usada para designar erva mate na época pré-
colombiana (BACKES E IRGANG, 2002).

Folhas de erva mate foram encontradas ao redor dos timulos Incas no Peru
(SOUZA, 2003). Relata-se que outras tribos ndo localizadas na area de ocorréncia de
erva mate, a obtinham por permuta, fazendo milhares de quilometros para levar as
folhas até Peru, Chile e Bolivia (MAZUCHOWISKI apud BIAZIN, 2003).

Os colonizadores europeus, por volta de 1554, com a chegada do General Irala
no Paraguai, tiveram o primeiro contato com a erva mate. O General percebeu que os
indios de Guaira eram mais fortes que os guaranis e atribuiu isto a uma bebida que eles
tomavam com folhas moidas ou trituradas numa cuia de porongo por meio de um
canudo de taquara (LINHARES, 1969).

Foi no Paraguai o comeg¢o da comercializagdo da erva, essa marcada pelo
trabalho escravo dos indios na elaboragdo do produto que comecga a ser apreciado pelos
conquistadores e aventureiros, criadores de um sistema de distribuicdo. Tal sistema
abrangia mercados como Argentina, Chile Bolivia e Peru. (LINHARES, op. cit.).

Ao mesmo tempo em que se propagava a comercializacdo da erva mate, a
campanha contra o seu uso dava-se em paralelo. A Igreja Catolica, que vivia o periodo
da Santa Inquisigdo, através de seus sacerdotes, ndo podia permitir o uso e difusdo de
uma bebida cujas qualidades eram atribuidas a um deus pagdo. Usava da excomunhdo
para aqueles que desfrutassem das gragas as quais o deus impostor havia doado as
folhas da “cad” (LESSA, 1949).

Apesar das duras controvérsias sobre a erva, ja no século XVII, o mate era uma
bebida que os platinos consideravam indispensavel, independente das classes sociais.
Muitos fizeram fortuna no comércio da erva por esta ter rompido as fronteiras
paraguaias. Os jesuitas, a0 verem que nao poderiam se opor a essa realidade,
comecaram a tirar dele todas as benesses possiveis. Foi o padre Burges, superior da
Companhia de Jesus, que chamou aten¢do para o maior interesse em relacdo ao mate,
pois além do beneficio economico poderia exercer influéncia positiva sobre os silvicolas
(LESSA, op. cit.).

No Rio Grande do Sul, o trabalho dos jesuitas comeg¢a nos Sete Povos das
Missdes Orientais, contribuindo muito para a tecnificagdo do cultivo da erva.
Desenvolveram um sistema que resolvia o problema de germinacdo da semente.

(BUNSE, 1960). Esse sistema sempre foi um mistério, pois somente nas missdes € que
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se conhecia a técnica de germinagdo. Alguns especulam que as sementes eram dadas de
comida a aves domésticas, principalmente mutuns, e essas eram expelidas inteiras, mas
adquirindo propriedades de maturagdo. Tao importante foi essa técnica que, somente
100 anos apos a expulsdo dos jesuitas, conseguiu-se dominar os procedimentos de
germinacdo. (VELLARD apud LESSA, op. cit.).

Foram também os jesuitas os que deram os primeiros passos para um manejo de
ervais, sendo que havia um grupo de trabalhadores que controlava os parasitas, os
cipoais, podando arvores e auxiliando a evolucdo do crescimento retardado. Além
disso, descobriram uma maneira especial de preparo da erva, a caad-mini, que consistia
em um po grosso, diferenciando-o da “yerba-de-palos” (LESSA, op. cit).

Em 1638, com a invasdo dos Bandeirantes nas Missoes de Guaira, descobriram
também a erva mate e levaram-na para Sao Vicente. No Parand e em Santa Catarina, por
terem abundancia de ervais nativos, propiciou-se uma pronta generalizacdo do uso do
mate. Em Minas o uso da erva espalhou-se pelos tropeiros que, ao buscar mulas nos
Campos Gerais, retornavam para casa com carregamentos de erva. Também com o
desbravamento dos sertdes do Mato Grosso, descobriu-se grande quantidade de ervais,
que eram usados pelos indios com denominagdo de “congdin” (LESSA, op. cit).

No século XVIII, inicia—se o comércio da erva brasileira com o mercado do
Prata. Acreditavam os platinos que a erva produzida no Brasil ndo era a mesma que
provinha do Paraguai, sendo que essa divida perdurou por muitos anos. Somente ficou
esclarecida ja no Século XIX, com os estudos do naturalista francés August de Saint-
Hilaire na América, confirmando que a erva paraguaia era a mesma que a brasileira
(LESSA, op. cit.).

A partir de 1813 o ditador paraguaio Francia proibiu a exportagdo total da erva,
ficando, assim, Montevidéu e Buenos Aires praticamente sem mate, fazendo com que
viessem buscar a congonha pelo porto de Paranagud, no Parand. Esse fato desencadeou
um crescimento do comércio no Brasil, tornando-o o tnico produtor de mate. Isso atraiu
os primeiros engenhos de soque, ja abundantes em Assungdo (LESSA, op. cit).

No territorio de Missdes, na Argentina, teve inicio a plantacdo de ervais, por
possuir condi¢des favoraveis de clima e solo. O mate explorado no Brasil era
proveniente de ervais nativos, pois ndo se tinha o dominio de técnicas de cultivo, que
ficaram restritas aos jesuitas. Nesse contexto, houve a primeira grande plantagdo
tecnificada de erva na Argentina, que em pouco tempo mostrou-se extremamente

produtiva, colocando em xeque os que desacreditavam da possibilidade desta producao
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(LINHARES, op. cit). Em 1914, ocorreu a primeira colheita na Argentina que em
apenas vinte anos passava a ser o maior produtor mundial deixando o Brasil em

segundo lugar (LESSA, op. cit).

2.1.2 Caracteristicas da planta

O género llex pertence a familia das Aquifoliaceae, que ¢ cosmopolita e compreende
500 espécies, sendo a maior parte de origem asiatica (ALIKARIDIS, 1987). A llex
paraguariensis A. St. Hill popularmente recebe varios nomes: mate, erva-mate, erveira,
congonha, erva, erva-verdadeira, erva congonha e outros, ¢ ¢ uma planta que tem
distribui¢@o no Brasil, desde o estado de Mato grosso do Sul, passando por Sdo Paulo
até Rio Grande do Sul, com mais freqiiéncia na mata dos pinhais dos trés estados
sulinos (LORENZI, 2000). Sua distribuicdo natural abrange aproximadamente
540.000Km?, compreendendo o territorio do Brasil, Argentina e Paraguai, situados entre
latitudes de 21° S e 30° e longitudes de 48°30° W e 56°10° W com altitudes variaveis
entre 500 e 1000m (GRIGOLETTI JR. et al. 1997, apud PASINATO 2003).

Essa espécie ¢ uma constituinte da floresta climax do planalto, geralmente associado
a araucaria. Sua propagagdo dentro da floresta da-se de forma natural, em geral em
clareiras. Seu cultivo tem certa complexidade, que estaria relacionada a quebra de
dorméncia das sementes. E uma arvore de pequeno porte, com uma copa densa ¢ folhas
duras, alternadas, oblongas, verdes escuras e com margem dentada. Possui flores de
dois tipos: masculinas e femininas. Sua fruta ¢ uma baga com quatro sementes que sao

importantes para os sabias e pombas (BACKES E IRGANG, 2002).

2.1.3 Produgio de erva-mate no Rio Grande do Sul

Antigamente, no Rio grande do Sul, o sistema de exploragdo da erva mate era feito
de forma extrativista, basicamente dos ervais nativos remanescentes. Atualmente grande
parte da colheita provém de ervais cultivados (BELTRAO et al., 1998). A erva-mate
enquadra-se como uma receita marginal que contribui para aumentar os ganhos,
principalmente nos grupos de pequenos produtores baseados na agricultura familiar,
(BELTRAO et al., op. cit.). O perfil dos produtores que trabalham com erva-mate foi
descrito por Ferraz (1995). Este, fazendo um trabalho de levantamento da estrutura da

producao junto aos produtores, industrias e prefeituras nas diferentes regides do Estado,
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verificou que cerca de 65% do total de produtores tem area entre 0 a 20 ha e cerca de

90% do total tem area de 0 a 50 ha.
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Figura 1. Produgdo de erva-mate no RS - 2001 a 2003.

2.1.4 Caracteristicas fitoquimicas

A composi¢ao basica da llex paraguariensis é: agua, celulose, gomas, dextrina,

mucilagem, glicose, pentose, substancias graxas, resina aromatica, legumina, albumina,

cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido folico, acido caféico,

acido viridico, clorofila, colesterina ¢ oleo essencial (CHEMELLO; CAIO;

PANDOLFO, 2001). A planta ainda apresenta, em sua constitui¢do quimica, vitaminas,

aminoacidos, saponinas triterpénicas (RATES, 2004). A llex paraguariensis tem o seu

maior interesse devido a presenga de bases xantinas: cafeina e teobromina que também
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sd0 muito comuns em outras espécies como o café, cacau, guarana e outros (TYLER et

al., 1979, apud RICO; WAGNER; GURNI, 1995).

Existem muitos estudos para testar quantidades de vérios compostos da erva
mate e comparado com outras plantas do género llex. Um trabalho realizado na
Argentina procurou medir a quantidade de flavonoides (quercitina, canferol e rutina) e
derivados cafeinicos (acido cafeinico, acido clorogénico, acido 3,4-dicafeindlico, acido
3,5-dicafeinolico e acido 4,5- dicafeindlico) existentes em llex paraguariensis e em
outras sete espécies do mesmo género, mostrando que a erva-mate possui maior
quantidade destes compostos em suas folhas do que as outras plantas testadas (FILIP et

al. 2001).

Na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ha muitos estudos na
composicdo quimica da erva-mate principalmente no que se refere as saponinas e
metilxantinas. Athayede (2000) demonstrou existir uma diferen¢a de concentragdo em
cafeina, apresentando maior quantidade significativa nas amostras colhidas no Mato
Grosso do Sul do que nas amostras do Paran4 e do Rio Grande do Sul. Coelho (2002)
referencia a diferenca no sombreamento dos cultivos de erva, onde as plantas que se
mantém num sistema com baixa luminosidade t€ém um aumento dos niveis de

metilxantinas.

Pesquisadores da Universidade da California USA testaram a atividade
antibacteriana de llex paraguariensis frente a bactérias e fungos patogénicos ¢
prospectaram 10 compostos quimicos volateis (linalol, a-ionone, B-ionone, a-terpineol,
acido octanoico, geraniol, 1-octanol, nerolidol, geranio lactona e eugenol). Das bactérias
que sofreram a inibig¢do total foram Bacillus subtilis, Brevibacterrium ammoniagenes,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans (KUBO;
MUROI; HIMEJIMA,1993).

Apresentando vitaminas do complexo B, o mate participa do aproveitamento do
acucar nos musculos, nervos e atividade cerebral do homem. Vitaminas C e E presentes
agem como defesa orgénica e sdo benéficas para os tecidos do organismo. Os sais
minerais, juntamente com a cafeina, ajudam o trabalho cardiaco e a circulagdo do
sangue. Em tais situagdes, também pode ser suprida a sensacdo de fome. Além disso,
contribuem para a diurese e problemas gastrintestinais. (CHEMELLO; CAIO;
PANDOLFO, op. cit.).



CAPITULO I

33



34

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras Vegetais e Local de Coleta

Foram feitas coletas de llex paraguariensis A. St. Hill. no Municipio de Ilopolis,
RS, localizado a 195 Km de Porto Alegre, a 730 m acima do nivel do mar, no Vale do
Taquari.

A coleta foi realizada junto a uma propriedade de agricultura familiar, em cultivos
convencionais de Erva Mate. O parceiro dessa etapa foi a Entidade de Organizagdo e
Assisténcia Social Sao Bras (EMOBRAS), sediada no Municipio de I16polis, a qual fez
vinculacdo entre a universidade e os produtores.

A planta foi caracterizada e identificada botanicamente, a partir de exsicatas
segundo Ming (1996), pelo Professor Rinaldo Pires dos Santos do departamento de
Botanica da UFRGS e posteriormente encaminhadas para registro ¢ deposito junto ao
Herbario do Instituto de Biociéncias/Departamento de Botanica da UFRGS, Porto

Alegre/RS, Brasil, recebendo o nimero de registro 142488.

3.2 Preparo dos Extratos Vegetais

As partes utilizadas da planta tiveram tratamentos diferenciados, conforme as
necessidades de acondicionar o material para andlise. Realisou-se duas colheitas em
momentos distintos, os quais foram primavera de 2004 (cambitos) e outono de 2005
(folhas).

Para poder preparar, separadamente, o decocto das folhas e dos cambitos destes
constituidos de galhos remanescentes das podas de colheita convencional optou-se por
triturd-los e seca-los a temperatura ambiente. O decocto foi preparado com os cambitos
assim processados e com as folhas desidratadas, na propor¢cao de 100g de planta para
1000mL de agua destilada estéril, mantido sob fervura durante 15 minutos em
aquecedor com refluxo, reduzindo as perdas de principios ativos e de agua por
evaporacao. Apos resfriamento no ambiente, transferiu-se o decocto para outro frasco
estéril acrescentando-se a solucdo dgua destilada estéril para restabelecer o seu volume
inicial (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959).

Para as folhas recém colhidas, usou-se o preparo de alcoolaturas, triturando-as

grosseiramente e colocando-as em alcool etilico para analise, a 96° GL, na proporcao de
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400g de folhas frescas para 1000mL de alcool. Em um prazo nao inferior a 15 dias, este
extrato foi submetido a destilagdo fracionada sob pressao reduzida em rota-vapor,
desprezando-se a porcdo alcoolica, com rehidratagdo asséptica, reestabelecendo-se as
concentragdes iniciais do extrato vegetal. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, op. cit.).

A tintura foi a forma de extracdo mais adequada para os cambitos, ja que estes
ndo foram processados na hora da colheita e por terem sido desidratados
posteriormente. Os cambitos foram triturados e secos naturalmente, sendo colocados em
contato com alcool etilico hidratado assepticamente a 70° GL. Em um prazo ndo inferior
a 15 dias, essa maceragdo recebeu o mesmo tratamento da alcoolatura para retirada do
alcool e rehidratacio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, op. Cit.).

Fez-se o controle da esterilidade de todos os extratos, retirando-se uma aliquota
de 5SmL e colocando em tubos com BHI (Brain Hearth Infusion, OXOID ) sendo
incubada a 37°C, por 24 e 48 horas. O resultado foi confirmado por inoculagdo em
placas de Petry com &gar nutriente, verificando-se a presenca ou nao de

microrganismos.

3.3 Indculos Bacterianos: Preparacéo e Diluicéo.

Foram utilizadas para a avaliagdo da atividade antibacteriana de |I.
paraguariensis amostras padrdes de bactérias da Americam Type Culture Collection
(ATCC), sendo duas gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923);
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e duas gram-negativas: Samonella Enteritidis
(ATCC 11076); Escherichia coli (ATCC 11229). Estas amostras encontram-se
armazenadas na bacterioteca do Laboratorio de Higiene / ICTA/UFRGS em agar
nutriente (Nutrient Agar, OXOID), sendo reativadas em infusdo de cérebro e coragio
(BHI, OXOID) a 37°C por 18 a 24 horas de incubac¢do, atingindo no minino 1,0 x 108
UFC/mL, para confrontagdo nos experimentos com os diferentes extratos vegetais,
através de diluigdes seriais logaritmicas, constituindo concentracdes bacterianas

controladas.

3.4 Linha de Diluicéo de Inoculo
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A diluicao do indculo foi realizada através de linhas de dilui¢des sucessivas com
fator logaritmico. Colocou-se 9mL de agua destilada estéril em oito tubos de ensaio, e
no primeiro tubo (10" ufc/mL) adicionou-se 1mL de cultura bacteriana aerébia com
24h, incubada a 37°C, cultivada em caldo simples BHI. Apos transferiu-se 1mL do
conteudo do tubo 10" ufc/mL para o tubo seguinte (107 ufc/mL), e assim
sucessivamente até o tubo 10 ufc/mL. Para o controle da dose infectante inicial, foi
realizada a semeadura de ImL de todos os indculos nas diluicdes de 107 e 107 ufc/mL,
em placas de Petry com agar nutriente para contagem de coldnias, apos 24h de
incubagdo a 37°C. Sé foram utilizados os inéculos que apresentassem, no minimo na
diluicdo 107 >10 ou <100 ufe/mL, e na diluicdo 10®*>1 ou <10 ufc/mL, segundo técnica

biométrica de Cavalli-Sforza (1974).

3.5 Técnicas

Para avaliagdo da atividade antibacteriana dos diferentes extratos, que foram
interpretados como Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e
Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB), foram utilizados os

seguintes métodos:

3.5.1 Sistema de tubos multiplos (Com e Sem desinibidores) para triagem inicial de

atividade antibacteriana

Os tubos de ensaio foram dispostos em duas linhas para cada bactéria. Na
primeira linha os tubos continham 0,5mL da dilui¢do do inoculo bacteriano, SmL de
meio de cultura BHI duplamente concentrado e SmL do extrato vegetal. A segunda série
de tubos continha os mesmos itens, acrescidos de trés desinibidores bacterianos quais
sejam lecitina, tween 80 e histidina, respectivamente. Posteriormente, verificou-se o
crescimento bacteriano através da presenga ou auséncia de microrganismos vidveis nas
placas de Petry com agar nutriente solido. Transferiram-se aliquotas dos tubos as placas
através de alca bacteriologica de platina e a leitura foi realiazada apos 24, 48 e 72 horas

de incubagdo a 37°C. (DVG, 1977, AVANCINI, 1995; AVANCINI, 2002)
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3.5.2 Teste de Suspensao Simples para avaliacao do tempo de atuagdo de desinfetantes e

anti-sépticos;

Neste teste fez-se a diluicdo logaritmica dos indculos, de 10" a 10 UFC/mL,
que foram inoculadas em tubos contendo 9mL de solugdo (4,5mL de extrato da planta e
4,5mL de agua estéril). Seguiu-se um protocolo de tempos (5, 15, 30 e 60 minutos) para
a retirada de aliquotas e a inoculacdo de cada uma destas diluigdes em tubos contendo
BHI, acrescido dos 3 desinibidores bacterianos ja referidos anteriormente (Anexo A).
Para a leitura dos resultados, os tubos foram incubados em estufa aerdbia a 37° C por
24, 48 e 72 horas, sendo a interpretagdo feita pela turvacao respectiva (DVG, 1977,
AVANCINI, 1995; AVANCINI, 2002)

3.5.3 Teste de Suspensdo com presenca do Fator Matéria Organica e tempo de atuagdo

de desinfetantes e anti-sépticos

Este teste foi organizado do mesmo modo que o de suspensao simples, com a
diferenca de que os tubos para controle tinham na sua composi¢do matéria organica
(2,7mL de 4gua destilada estéril, 4,5mL de extrato vegetal 1,8mL de soro bovino
inativado) (DVG, 1977; AVANCINI, 1995; AVANCINI, 2002).

Os testes de Suspensao simples e o teste com matéria organica foram realizados
apenas com as bactérias Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) e Enterococcus faecalis
(ATCC), em confronto com o extrato alcodlico das folhas frescas e extrato alcodlico de

cambitos secos.

Tabela 1 - IINIB e IINAB foram representados por varidveis ordinais arbitrarias, que
assumiram valores de 8 a 0, indicando as diferentes intensidades da atividade

antibacteriana, como demonstra tabela a seguir:

8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis ordinais de

intensidade de atividade

UFC/mL — diluigdes dos
10" 10% 10 10* 10° 10° 107 10®
in6culos inibidas ou inativadas

; s 5 . ; 5 . UFC/mL — doses infectantes
10 10 10 10 10 10 10 1 n.a
inibidas ou inativadas
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3.6 Analise estatistica

A avaliagdo matematica dos resultados obtidos nas variaveis de IINIB e IINAB
foi verificada através de analise estatistica descritiva e analise de variancia, com

complementacdo pelo Teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem Inicial de Atividade Antibacteriana pelo Sistema de Tubos Multiplos
(Com e Sem Desinibidores).

Os quatro extratos de llex paraguariensis estudados apresentaram atividade
(inativacdo e/ou inibi¢do) seletiva sobre os diferentes inoculos bacterianos utilizados.

As tabelas a seguir demonstram os resultados obtidos na avaliagdo destes extratos.

Tabela 2 - Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) ¢ Intensidade da
Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB), produzidas pelo extrato
hidroalcodlico de cambitos de llex paraguariensis, em trés repetigdes
independentes, sobre diferentes inoculos bacterianos, em 72 horas de

incubagdo a 37°C.

_ . Microrganismos (inibigcdo/inativacéo)
Extrato Hidroalcodlico de

Cambitos o€ =F oA =C
S c s C S c s c
Teste [ 8 8 6 0 2 1 1 0
Teste 11 8 7 5 0 3 3 1 0
Teste III 8 5 5 0 2 1 1 0
Média 8 667 533 0 233 167 1 0
SE = Salmonella Enteritidis SA = Staphylococcus aureus
EF = Enterococcus faecalis EC = Escherichia coli
s = sem desinibidor (IINIB) ¢ = com desinibidor (IINAB)

Na tabela 2 constam os resultados da atividade antibacteriana das trés repeticdes
do extrato hidroalcodlico de cambitos frente aos quatro indculos testados. O teste de
Tukey, relativo as bactérias (Anexo D ) demonstrou que a Salmonella Enteritidis foi o

agente mais sensivel ao extrato, seguido por Enterococcus faecalis, enquanto
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Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentaram-se mais resistentes ao extrato,
nao diferindo significativamente entre si (p = 0,95).

Para avaliagdo da Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e
Intensidade da Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB), os resultados da analise de
variancia se alteram, ou seja, na presenca dos desinibidores existem diferencas.
Podemos observar pela Tabela 2 que, para a bactéria Enterococcus faecalis, o uso de
desinibidores apresenta diferenca, e na andlise de variancia (Anexo C ) demonstrou-se

que o uso de desinibidores possui uma diferengca muito significativa p = 0,99,

Tabela 3 - Intensidade da Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB) e Intensidade da
Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB) produzidas pelo extrato
alcoolico de folhas de Illex paraguariensis, em trés repeti¢des
independentes, sobre diferentes indculos bacterianos, em 72 horas de

incubagdo a 37°C.

. Microrganismos (inibicdo/inativacao)
Extrato Alcoolico de

Folhas SE EF SA EC

S c S c s c S C
Teste | 8 8 8 5 3 2 3 3
Teste 11 8 8 8 5 3 2 4 3
Teste 111 8 8 8 5 3 2 3 3
média 8 8 8 5 3 2 333 3
SE = Salmonella Enteritidis SA = Staphylococcus aureus
EF = Enterococcus faecalis EC = Escherichia coli
s = sem desinibidor (IINIB) ¢ = com desinibidor (IINAB)

A tabela 3 apresenta as trés repeticoes dos testes realizados com o extrato
alcodlico de folhas. Verificou-se total sensibilidade de Salmonella Enteritidis, tanto na
presenga como na auséncia de desinibidores, demonstrando diferenca significativa em
relagdo ao Enterococcus faecalis, enquanto Staphylococcus aureus e Escherichia coli
apresentaram-se mais resistentes ao extrato, ndo diferindo significativamente entre si p

=0,95.
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Nesses mesmos testes observa-se que para Enterococcus faecalis existe uma

diferenca significativa com o uso de desinibidores, mostrando que na presenca destes ha

uma diminui¢do da inibicdo e isso demonstra a viabilidade bacteriana, provando a

relevancia significativa do uso de desinibidores nos testes para controle de eficicia de

desinfetantes.

Tabela 4 - Intensidade da Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB) e Intensidade da

Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB) produzidas pelo decocto de

cambitos de llex paraguariensis, em trés repeticdes independentes, sobre

diferentes indculos bacterianos, em 72 horas de incubagdo a 37°C.

Microrganismos (inibicdo/inativacéo)

Decocto Cambitos SE EF SA EC
C S C S C C
Teste [ 0 1 0 0 0 0
Teste II 0 1 0 0 0 0
Teste III 0 1 0 0 0 0
Média 0 1 0 0 0 0

SE = Salmonella Enteritidis
EF = Enterococcus faecalis
s = sem desinibidor (IINIB)

SA = Staphylococcus aureus

EC = Escherichia coli

¢ = com desinibidor (IINAB)

Na analise estatistica dos resultados do decocto de cambitos, demonstrados na

Tabela 4, verificou-se na avaliacdo da Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana

(IINIB) e Intensidade da Atividade de Inativa¢do Bacteriana (IINAB) que as bactérias

apresentaram baixa sensibilidade frente ao decocto dos cambitos.

Tabela 5 - Intensidade da Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB) e Intensidade da

Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB) produzidas pelo decocto de

folhas de llex paraguariensis, em trés repeticdes independentes, sobre

diferentes indculos bacterianos, em 72 horas de incubagio a 37°C
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Microrganismos (inibigdo/inativacéo)

Decocto Folhas SE EF SA EC

S C S C S C S C
Teste I 1 0 3 2 1 0 1 1
Teste I 1 0 1 0 1 0 1 1
Teste III 1 0 4 2 1 0 1 1
Média 1 0 233 133 1 0 1 1
SE = Salmonella Enteritidis SA = Staphylococcus aureus
EF = Enterococcus faecalis EC = Escherichia coli
s = sem desinibidor (IINIB) ¢ = com desinibidor (IINAB)

A Tabela 5 apresenta as trés repeticdes dos testes realizados com o decocto de
folhas, refletindo praticamente o mesmo resultado apresentado pelo decocto de
cambitos.

Como ficou evidenciado pela andlise de variancia (Anexo C) e teste de Tukey
(Anexo D), o método de extragdo dos principios ativos da planta tem uma diferenca
muito significativa p = 0,99. Essa diferenca entre as formas de extracdo pode ser
explicada pela existéncia de alguns compostos fitoquimicos da erva-mate que sdo
volateis, os quais, possivelmente, estejam ligados ao processo de controle bacteriano
(KUBO; MUROI; HIMEJIMA, 1993).

Frente aos resultados dos testes de avaliacdo Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana (IINIB) e Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana
(ITINAB) nessa primeira etapa do experimento, pode-se afirmar que os extratos alcoodlico
de folhas e hidroalcoodlico de cambitos apresentaram melhores resultados que os

respectivos decoctos.

4.2 Os Fatores Tempo de Exposicdo e Matéria Organica

Confirmado que os extratos alcoolicos de folhas e hidroalcodlicos de cambitos
tiveram melhor resultado frente a Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis, estes
foram submetidos ao teste de suspensao com presenga de matéria organica (soro bovino

inativado), observando-se diferentes tempos de exposi¢do.
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Tabela 6 - Comparacdo de resultados entre os métodos de extra¢do (Alcoolatura de
folhas e hidroalcoolatura de cambitos) com diferentes tempos de exposicao,

na presenca ¢ auséncia de matéria organica para Enterococcus faecalis.

5 min. 15 min. 30 min. 60 min. SOMA
TOTAL
A P A P A P A P A P
X 6 2 6 2 6 4 6 4 24 12 36
AE x> 18 2 18 2 18 8 18 8 72 20 92
X 3 1 3 1 3 2 3 2 3 1,5 2,25
N 2 2 2 2 2 2 2 2 8 8 16
X 2 2 2 2 4 4 4 4 12 12 24
2 2 2 2 8 8 8 8 20 20 40
HC
X 1 1 1 1 2 2 2 2 1,5 1,5 1,5
N 2 2 2 2 2 2 2 2 8 8 16
X 8 4 8 4 10 8 10 8 36 24 60
x> 20 4 20 4 26 16 26 16 92 40 132
SOMA
X 2 1 2 1 25 2 25 2 225 1,5 1,875
N 4 4 4 4 4 4 4 4 16 16 32
AF = Alcoolatura de folhas HC = Hidrooalcolatura de Cambitos
¥X = somatorio Tx* = somatdria ao quadrado X = média N = numero de repeti¢des
A = auséncia de matéria orgénica P = Presenca de matéria organica

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 pode-se avaliar, através da
analise de variancia (Anexo F), que os diferentes tempos de exposi¢ao da bactéria
Enterococcus faecalis frente ao desinfetante provocaram uma diferenga muito
significativa entre si (p = 0,99), sendo esses resultados confirmados pelo teste de Tukey
(Anexo G), o que demonstrou que entre os tratamentos 5 e 15 minutos e entre 30 a 60
minutos nao houve diferenca significativa. Existe, porém, uma diferenca significativa

entre esses dois primeiros (5 el5 minutos) e os dois tltimos periodos de tempo(30 e 60
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minutos). A andlise de varidncia também confirmou que na presenca de matéria
organica ha uma diferenca muito significativa (p = 0,99) entre os resultados.

A forma de extra¢do que apresentou melhor a¢do antibacteriana foi a alcoolatura
de folhas apresentando diferenca significativa quando comparada com hidroalcoolatura

de cambitos.

Tabela 7 - Comparacdo de resultados entre os métodos de extragdo (alcoolatura de
folhas e hidroalcoolatura de cambitos) com diferentes tempos de

exposi¢do, na presenga e auséncia de matéria organica para Salmonela

Enteritidis.
5 min. 15 min. 30 min. 60 min. SOMA TOTAL
A P A P A P A P A P
X 2 2 2 4 4 6 4 6 12 18 30
A X 2 2 2 8 & 18 8 18 20 46 66
X 1 1 1 2 2 3 2 3 LS 225 1,875
N 2 2 2 2 2 2 2 2 8 8 16
X 2 2 2 4 2 6 4 6 10 18 28
. 2 2 2 8 2 18 8 18 14 46 60
X 1 1 1 2 1 3 2 3 1,25 225 1,75
N 2 2 2 2 2 2 2 2 8 8 16
X 4 4 4 8 6 12 8 12 22 36 58
SOMA X° 4 4 4 16 10 36 16 36 34 92 126
X 1 1 1 2 L5 3 2 3 1,38 2,25 1,813
N 4 4 4 4 4 4 4 4 16 16 32
AF = Alcoolatura de folhas HC = Hidroalcoolatura de Cambitos

¥X = somatorio 2x° = somatorio ao quadrado X =média N = niimero de repeticdes

A = auséncia de matéria organica P = Presenca de matéria organica

Na Tabela 7 temos os resultados de Salmonella Enteritidis quanto ao tempo de

exposicdo e podemos afirmar, através da andlise de variancia (Anexo H), que existe
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uma diferenga muito significativa entre eles (p =0,99). Para saber onde est4 a diferenga
usou-se o teste de Tukey (Anexo I), apresentando o seguinte resultado: entre 60 e 30
minutos ndo ha diferenca entre eles, mas 15 minutos difere de 5 minutos que difere, por

sua vez, de 60 e 30 minutos.
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A técnica de sistemas de tubos multiplos (com e sem desinibidores) provou ser
satisfatoria para a avaliacdo dos extratos testados, permitindo quantificar as
concentragdes ¢ tipo de acdes (bacteriostasia e bacteriocidia) dos indculos
testados, podendo-se determinar em qual momento temos o risco de resultado
falso negativo. A técnica funcionou como um “screening” para indicar qual o
agente bacteriano mais sensivel, qual a forma de extragdo mais eficaz e qual
parte da planta possui melhor controle sobre as bactérias.

A forma de extragdo teve muita importancia para verificar que a planta possui
acao diferenciada, conforme a férmula farmacéutica utilizada no preparo. O
decocto demonstrou baixissima capacidade de controlar o crescimento
bacteriano, ficando para a alcoolatura de folhas o resultado mais significativo
frente a Salmonella Enteritidis.

O tempo de contato do desinfetante sobre a bactéria pode nos dar uma indicagao
para qual tipo de funcdo ele pode ser utilizado, ja que os estudos demonstraram
que os tempos mais prolongados (30 e 60 minutos) tiveram um maior controle
no crescimento bacteriano.

O fator matéria organica também interferiu significativamente nos resultados
favorecendo a viabilidade bacteriana

Os cambitos que inicialmente foram alvo de interesse maior quando da
realizacdo deste trabalho, por serem uma grande fonte de biomassa desprezada
no cultivo da erva-mate, ndo corresponderam plenamente as expectativas quanto
a sua qualificacdo como fonte de antibacterianos potenciais ¢ como fatores de
protecao utilizaveis em saude e em producao animal.

As observacgdes, at¢ 0 momento, permitem uma reflexao sobre a potencialidade
do uso desses recursos naturais, integrando os conhecimentos de fitoquimica
farmacognosia, pesquisa de sistemas antimicrobianos entre outros, com 0s
objetivos e as técnicas preconizadas pela agroecologia. A pesquisa com esse
enfoque envolve uma complexidade de atuagdo, que ndo permite restrigdo do
conhecimento somente dentro de uma ciéncia, muito menos excluindo a
integracdo e a participagdo plena do agricultor como sujeito da producdo, da

aplicacdo e do usufruto do conhecimento produzido.
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TABELA DE APLICACAO DE TEMPO DE EXPOSICAO NO TESTE DE

SUSPENSAO (DVG, 1977, adaptado por Avancini, 1995, 2002)

107 107 UFC/mL |9h 00 min. 9h 05 min. T 5 min.
%h 15 min. T 15 min.
9h 30 min. T 30 min.
10h 00 min. T 60 min.

10* |10% UFC/mL |%h 10 min. 9h 15 min. T 5 min.
Oh 25 min. T 15 min.
%h 40 min. T 30 min.
10h 10 min. T 60 min.

10° [10° UFC/mL |9h 20 min. Oh 25 min. T 5 min.
%h 35 min. T 15 min.
%h 50 min. T 30 min.
10h 20 min. T 60 min.

10% [10* UFC/mL |9h 30 min. %h 35 min. T 5 min.
%h 45 min. T 15 min.
10h 00 min. T 30 min.
10h 30 min. T 60 min.

107 |10° UFC/mL |9h 40 min. 9h 45 min. T 5 min.
Oh 55 min. T 15 min.
10h 10 min. T 30 min.
10h 40 min. T 60 min.

10° [10° UFC/mL |9h 50 min. 9h 55 min. T 5 min.
10h 05 min. T 15 min.




10h 20 min. T 30 min.
10h 50 min. T 60 min.
107|107 UFC/mL |10h 00 min. | 10h 05 min. [T 5 min.
10h 15 min. T 15 min.
10h 30 min. T 30 min.
11h 00 min. T 60 min.
10® [10°UFC/mL [10h 10 min ~ [10h 15 min. [T 5 min.
10h 25 min. T 15 min.
10h 40 min. T 30 min.
11h 10 min. T 60 min.
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ANEXO B

Comparacao de resultados entre os métodos de extracao e bactérias, na presenca e

auséncia de desinibidor.

SE EF SA EC SOMA  TOTAL
S C S C S C S C S C

HC

X 24 20 16 0 7 5 1 0 48 25 73

X 192 138 86 0 17 11 3 0 298 149 447
X 8,00 6,67 533 0,00 233 1,67 1,00 0,00 4,00 2,08 3,04

AF

X 24 24 24 15 9 6 10 9 67 54 121
X 192 192 192 75 27 12 34 27 445 306 751
X 8,00 8,00 8,00 5,00 3,00 200 333 3,00 5,58 4,50 5,04

DF

X 3 0 7 4 3 0 3 3 16 7 23

X 3 0 19 8 3 0 3 3 28 11 39
X 1,00 0,00 233 1,33 1,00 0,00 1,00 1,00 1,33 0,58 0,96

DC

X 3 0 3 0 0 0 3 0 9 0 9

X 3 0 3 0 0 0 3 0 9 0 9
X 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,75 0,00 0,38

Soma
X 54 44 50 19 19 11 17 12 140 86 226
G 390 330 300 &3 47 23 43 30 780 466 1246
X 4,50 3,67 4,17 1,58 1,58 092 142 1,00 292 1,79 2,35
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ANEXO C

Comparacdao de resultados entre os métodos de extracao e bactérias, na presenca e

auséncia de desinibidores.

ANALISE DE VARIANCIA

Fontes de Graus de Soma de Quadrado -
Variacao liberdade guadrados médio
Desinibidores 1 30,38 30,38 12,20**
Bacterias 3 139,04 46,35 18,61**
Metodo de
3 325,46 108,49 44,10**
extracao
Residuo 88 219,08 2,49
Total 95 713,96

** = muito significativo (p = 0,99)
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ANEXO D

Comparacdao de resultados entre os métodos de extracdo e bactérias, na presenca e

auséncia de desinibidores.

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Tratamentos Meédias
S. Enteritidis 4,08 (A)
E. faecalis 2,88 (B)
S. Aureus 1,25 (C)*
E. coli 1,21 (C)

* Meédias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p =
0,95)
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ANEXO E

Comparacéao de resultados entre os métodos de extracao e bactérias, na presenca e
auséncia de desinibidores.

TESTE DE TUKEY PARA METODOS DE EXTRACAO

Tratamentos Meédias
Alcoolatura folhas 5,04 (A)
Tintura cambitos 3,00 (B)
Decocto folhas 0,96 (C)*
Decocto cambitos 0,36 (C)

* Meédias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p =
0,95)
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ANEXO F

ANALISE DE VARIANCIA

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE ILEX PARAGUARIENSIS PARA
Enterococcus faecalis

Comparacdo de resultados entre os métodos de extracao (Alcoolatura de folhas e
tintura de cambitos) com diferentes tempos de contato, na presenca e na auséncia

de matéria organica

Fontes de Graus de Soma de Quadrado Médio F
variagao Liberdade (GL) Quadrados (SQ) (QM)
Tempo 3 4,50 1,50 6,49**
Meétodo de
N 1 4,50 4,50 19,48**
extracdo
Matéria
) 1 4,50 4,50 19,48**
Organica
Residuo 26 6,00 0,231
Total 31 19,50

** = muito significativo (p = 0,99)

Média do método de extracéo

AF 2,25
TC 1,50

Média de matéria organica

Presente 1,50
Ausente 2,25
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ANEXO G

TESTE DE TUKEY

Enterococcus faecalis

Tempo de contato Médias
(minutos)

60 2,25(A)*
30 2,25 (A)
15 1,50 (B)
5 1,50 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p =
0,95)
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ANEXO H

ANALISE DE VARIANCIA

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE ILEX PARAGUARIENSIS PARA

Salmonella Enteritidis

Comparacao de resultados entre os métodos de extracdo (Alcoolatura de folhas e
tintura de cambitos) com diferentes tempos de contato, na presenca e na ausencia

de matéria organica

Fontes de Graus de Soma de Quadrado Médio F
variacao Liberdade (GL) Quadrados (SQ) (QM)
Tempo 3 11,375 3,792 30,37**
Método de
1 6,125 6,125 49,00**
extracao
Matéria
. 1 0,125 0,125 1,00(NS)
Organica
Residuo 26 3,250 0,125
Total 31 20,875

** = muito significativo (p = 0,99)

NS = néo significativo (p= 0,95)

Meédia do método de extracdo

AF 1,875
TC 1,750
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ANEXO |

TESTE DE TUKEY

Salmonella Enteritidis

Tempo de contato Médias
(minutos)

60 2,50 (A)*
30 2,25 (A)
15 1,50 (B)
5 1,00 (C)

* Meédias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p =
0,95)
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ANEXO J

Trabalho apresentado como poéster e publicado nos anais do 11l CONGRESSO
BRASILEIRO DE AGROECOLOGIA e 1lIl SEMINARIO ESTADUAL DE
AGROECOLOGIA, que teve como tema “A sociedade Construindo Conhecimento
para a Vida”. Este realizou-se na data de 17 a 20 de Outubro de 2005 em

Floriandpolis Santa Catarina.

llex paraguariensis St.Hill (ERVA MATE) AQUIFOLIACEAE, INSUMO
ANTIMICROBIANO COMO RECURSO NATURAL RENOVAVEL:
ALTERNATIVA APLICADA A AGRICULTURA FAMILIAR.

llex paraguariensis St.Hill (MATE HERB) AQUIFOLIACEAE,
ANTIMICROBIAN INSUME AS RENEWABLE NATURAL RESOURCE:
APPLIED ALTERNATIVE TO THE FAMILY AGRICULTURE.

Giovani Girolometto; Cesar Augusto Marchionatti Avancini; José Maria Wiest.!

RESUMO
A relevancia da producao de llex paraguariensis St.Hill (“erva mate”) em agricultura
familiar sugeriu a realiza¢do deste trabalho, enfocando a possibilidade do uso de seus
diferentes extratos como desinfetante natural. Buscou-se identificar e comparar a
atividade antibacteriana dos extratos alcoodlicos, hidroalcolicos e decoctos das folhas e
galhos da erva mate frente a quatro bactérias de importancia em ambientes de saude e
producdo animal. Para isso, usou-se a Técnica do Sistema de Tubos Multiplos,
confrontando os extratos vegetais com 8 dilui¢des seriais logaritimas dos inoculos
bacterianos. Observou-se que as partes da planta tém efeito diferenciado na inativagao
e/ou inibic¢ao seletivas sobre os indculos bacterianos, sendo que ao extrato das folhas

corresponderam os melhores resultados. Dentre as bactérias, Salmonella Enteritidis

! Programa de Pos Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul Brasil. Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brasil. Avenida Bento Gongalves, 9500 — prédio 43212 - Campus do Vale —
Bairro Agronomia CEP: 91540-000 telefone 51 33167107 FAX 33167048
giovanigiro@gmail.com
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demonstrou maior sensibilidade a todos os extratos enquanto Escherichia coli e

Staphylococcus aureus a maior resisténcia.

PALAVRAS CHAVES llex paraguariensis, atividade antibacteriana, recursos
naturais renovaveis

ABSTRACT
The relevant production of ilex paraguariensis in family agriculture suggested the
accomplishment of this work, focusing the possibility of its use as natural disinfector. It
was looked for to identify and to compare the antibacterial activity of the alcoholic and
hydro-alcoholic extracts, and decoctions of the leaves and branches of the mate herb,
confronted to four bacteria of high importance in health and animal production
atmospheres. For that was used the Multiple Tubes System Technique, confronting the
vegetable extracts with 8 serial logarithmic dilutions of the bacterial inoculums. Was
observed that the parts of the plant have different effect in the inactivation and/or
selective inhibition on the bacterial inoculums, as the extract of the leaves presented the
best results. Among the bacteria, Salmonella Enteritidis demonstrated higher sensibility
to all of the extracts while Escherichia coli and Staphylococcus aureus the highest
resistance.

KEY WORDS: llex paraguariensis, antibacterial activity, renewable natural

resources.

INTRODUCAO

O avango da revolugdo verde ocasionou uma grande reestruturacdo da produgao
no meio rural, trazendo a promessa da alta produtividade e grandes lucros. Com isso
muitos agricultores assimilaram essas novas técnicas, muitas vezes, em detrimento das
praticas tradicionais. O aumento na concentragdo animal nos diferentes sistemas de
criagdo, provocou um desequilibrio no processo, aumentando a transmissibilidade de
doengas, fazendo necessario o uso de desinfetantes. Porém, se analisarmos estas
substancias sintéticas, elas trazem na sua formulagdo uma carga de produtos poluidores,
alguns com alto poder residual permanecendo no ambiente por muito tempo. Com o
passar dos anos observou-se varios problemas no uso indiscriminado de produtos
quimicos na agricultura e pecuaria. Atualmente por uma pressdo da sociedade

organizada procura-se recuperar ou criar métodos de producdo que respeitem a
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sustentabilidade. Nesse paradigma propomos um trabalho que possa trazer novos
elementos nessa discussao, prospectando a atividade antibacteriana de erva mate em

descartes e folhas de cultivos em sistema de agricultura familiar.

MATERIAL E METODOS

Amostra Vegetal: Realisou-se a coleta de llex paraguariensis St. Hill. (“Erva Mate”)
no Municipio de I16polis/RS, localizado no Vale do Taquari. A coleta foi realizada junto
a propriedades de agricultura familiar, em cultivos convencionais de Erva Mate.

Extratos Vegetais: folhas recém colhidas da planta em estudo e foram trituradas
grosseiramente ¢ colocadas em dlcool etilico, a 96° GL; os galhos foram triturados e
secos, entdo colocados em alcool etilico a 70° GL. Estes extratos foram submetidos a
destilacdo fracionada sob pressdo reduzida em rota-vapor, desprezando-se a por¢ao
alcodlica, com rehidratagdo asséptica, restabelecendo-se as concentragdes iniciais do
extrato vegetal. Para o decocto usou-se as partes de |. paraguariensis seca, trituradas e
na propor¢ao de 100g da planta para 1000mL de agua estéril. Contou-se o tempo de 15
minutos a partir do inicio da fervura, em fogo brando segundo Farmacopéia Brasileira
(1959), reconstituindo assepticamente com agua destilada o volume inicial. Linhagens
bacterianas: foram testadas quatro linhagens padrdes internacionais, duas Gram-
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Enterococcus faecalis (ATCC
19433), ¢ duas Gram-negativas: Salmonella Enteritidis (ATCC 11076); Escherichia coli
(ATCC 11229). Testes de sensibilidade bacteriana O método para a avaliagdo da
atividade antibacteriana dos extratos vegetais (alcodlicos, hidroalcodlicos e decoctos)
foi o de suspensao, recomendado internacionalmente, estabelecido por Chambers (1956)
e descrito por Andrade e Macedo (1996) usando-se, na triagem, a versdo da técnica
modificada por Avancini (1995, 2002) ¢ Avancini et al. (2002). Os resultados foram
lidos como Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e Intensidade da
Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB). IINIB e IINAB serdo representadas por
variaveis ordinais arbitrarias, que assumirdo valores de 8 a 0 e que indicam a
intensidade da atividade antibacteriana (ou ndo atividade = n.a) que uma solug¢ao testada
tem sobre uma dada dose infectante de microrganismo, nas diferentes condi¢des do
experimento, ou seja, com e sem desinibidores bacterianos, inativacdo e inibicao,

respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Tabela 1. Resultados de IINIB e IINAB obtidos no presente trabalho.
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Indculos (inibigdo e inativacao)
Extrato da planta S. Enterit. E coli S. aureus E. faecalis
HINT | HINA | TINT | TINA | TINT | TINA | TINI | IINA
Extrato alcoolico galhos (70° GL) 8 8 1 0 3 3 6 0
Extrato alcoolico folhas (96°GL)| 8 8 3 3 3 2 8 5
Decocto folhas 1 0 1 1 1 0 3 2
Decocto galhos 1 0 1 0 0 0 1 0

IINI = Intensidade da Atividade de Inibicdo Bacteriana

IINA = Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana

Os resultados do extrato de |. paraguariensis indicaram uma maior atividade
antibacteriana para Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis, bactérias
importantes, pois interferem na qualidade dos produtos de origem animal e sao
zoonoses de risco na alimentacdo humana. Observou-se que a forma de extragdo
influencia diretamente o comportamento do desinfetante, pois tanto os galhos como as
folhas tem uma ag¢do melhor em extragdes alcoolicas do que em decocto. As
observagdes se ativeram a triagens no principio de trabalho com droga crua,
recomendando a continuidade de estudos para desenvolvimentos de insumos na

perspectiva da agroecologia.
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