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A dgua é essencial a vida na Terra, no entanto, problemas relacionados a sua polui¢do estdo sendo cada dia
mais comuns. Alternativas ao combate a polui¢do hidrica tem despertado o interesse de pesquisadores; dentre as
alternativas estd o uso de plantas para a purificacio da 4gua, como o uso de sementes de moringa, que € uma planta
que vem sendo utilizada como agente clarificante da 4gua. Objetivou-se verificar a atividade antimicrobiana de
extratos de sementes de moringa contra bactérias isoladas de amostras de dgua de fontes contaminadas em uma
comunidade rural no municipio de Lagoa Seca - PB. Foram utilizados como solventes para a semente moida o dlcool
etilico absoluto P.A. e o dlcool etilico hidratado - 50% de dgua. As amostras de dgua de fontes potencialmente
contaminadas foram analisadas e amostras de Escherichia coli e Enterococcus faecalis foram isoladas. Todas as
amostras testadas se mostraram resistentes aos extratos de Moringa oleifera.
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Antimicrobial activity of seeds moringa extracts against bacteria isolated in
contaminated waters sources. The water is essential to the life in the Earth, however, problems related
their pollutions are more commons. Alternatives to combat of pollution of water has aroused the interest of
researchers. Among such alternatives is the use of plants for water purification, as the use of moringa seeds, which
is a plant that has been used as clarifying agent of water. If aimed to evaluate the antimicrobial activity of moringa
seed extracts against bacteria isolated sampled of sources of water contamined in a rural community in the municipality
of Lagoa Seca -PB. Was used the ethyl alcohol hydrated solvent - 50 % water. The water samples of sources
potentially contaminated were analyzed and samples of Escherichia coli and Enterococcus faecalis were isolated.
All samples tested were resistant to the extracts of Moringa oleifera.
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Introducao

A 4agua € essencial para a existéncia e bem-estar
do ser humano, devendo ser disponivel em quantidade
suficiente e de boa qualidade como garantia da
manutencdo da vida. Apesar de ser de conhecimento
da maior parte da populagdo mundial que a dgua é
fundamental para a existéncia da vida na Terra, existe
ainda um problema grave que tem comprometido a
qualidade desse bem natural, que € a sua poluigdo.

As causas da poluicao das dguas sido cada vez mais
evidentes devido ao alto grau de urbanizagdo aliada a
falta de acdes de saneamento basico, desenvolvimento
da industria e 0 aumento da produgao agricola (Napoles
et al., 2010).

Devido ao aumento da necessidade hidrica na zona
rural, os moradores de muitas das referidas
comunidades sentem-se “obrigados” a consumirem
dgua que muitas vezes ndo estd adequada para o
consumo humano, o que os torna alvo de doencas
ocasionadas por microrganismos, especialmente porque
a dgua consumida na maior parte das vezes nao recebe
o tratamento adequado (Vieira et al., 2015).

As populagdes mais afetadas s@o as de paises em
desenvolvimento, principalmente pessoas que moram em
areas peri urbanas ou populagdo rural. As doencas de
veiculagdo hidrica apresentam um risco de ocorréncia
alto no meio rural, em funcdo da possibilidade de
contaminag@o bacteriana de dguas (Amaral et al., 2006).

Neste sentido, pesquisas tem sido realizadas com o
intuito de buscar alternativas que minimizem os
problemas relacionados a polui¢cdo da dgua para
consumo. Como exemplo destas alternativas, poder-
se-ia citar o uso de extratos de partes de plantas para
a purificag¢do da dgua.

Dentre as espécies vegetais, a Moringa oleifera
Lam € uma planta cujas sementes vém sendo utilizadas
como agente clarificante no tratamento de dgua em
substituicao aos sais de aluminio (Gallao et al., 2006).
A clarificacdo de aguas € justificada pela presenga de
aminodcidos com forte capacidade de aglutinacio que
atuam como floculantes, o que possibilita eliminar a
turbidez, microparticulas, fungos, bactérias e virus
(Pozzobon & Kempka, 2015).

Assim sendo, estas sementes contém proteinas com
baixo peso molecular e, quando seu p6 € dissolvido em
dgua, se obtém carga positivas que atraem as particulas

Agrotrépica 28(2) 2016

negativas das argilas e siltes, formando particulas
densas que se sedimentam, removendo assim a turbidez
da dgua (Amagloh & Benang, 2009).

Neste contexto, objetivou-se verificar a atividade
antimicrobiana de extratos de sementes de M. oleifera
Lam contra bactérias isoladas de amostras de dgua
de fontes contaminadas em uma comunidade rural no
municipio de Lagoa Seca - PB.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratdrio de
Microbiologia de Alimentos pertencente ao Centro de
Ciéncias Agréarias e Ambientais da Universidade
Estadual da Paraiba, localizado no zona rural do
Municipio de Lagoa Seca - PB, cujas coordenadas
geogréaficas sdo: latitude 07° 10” 15" S, longitude 35°
51’ 13" W e altitude de 634 m, conforme Né6brega e
Suassuna (2004).

Foram utilizadas sementes de moringa, coletadas de
plantas cultivadas em duas comunidades da zona rural
do mesmo municipio. Para a obtencao do extrato, foram
utilizados como solventes o dlcool etilico absoluto P.A.
e o dlcool etilico hidratado - 50 % de dgua, devido a sua
baixa toxicidade (ndo inibindo o bioensaio), bom
desempenho no processo extrativo e boa viabilidade
econdmica. Os extratos etandlicos e hidroetandlicos
foram obtidos segundo a Farmacopéia Brasileira (1959).

Para avaliacdo da efici€ncia do extrato de sementes
de moringa, foram coletadas 8 amostras, de 100 mL
cada, das fontes (filtros e torneiras) em frascos de
250 mL, de cor ambar, com tampa rosquedvel,
previamente autoclavados a 121 °C/ 30 minutos), em
duas Instituicdes de Educagdo Infantil (uma creche
em que a faixa etdria dos estudantes € de 3 a 5 anos
de idade e uma escola do ensino fundamental I, em
que a faixa etdria é de 6 a 10 anos), localizadas na
zona rural do municipio de Lagoa Seca-PB.

Foram adicionados aos frascos de coleta, antes da
esterilizacdo, 0,1 mL de uma solucdo de 1,8 % de tiossulfato
de sodio (Na,S O,). Este procedimento foi necessario
nas amostras das dgua clorada, para neutralizar o cloro
residual e impedir o seu efeito bactericida sobre a
microbiota presente (Silva et al., 2006).

As amostras foram levadas imediatamente ao
Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias
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Agrérias e Ambientais, da Universidade Estadual da
Paraiba Campus II, e analisadas pela Técnica dos
Tubos Mudltiplos, utilizando os meios de fermentacao
da lactose, para detec¢do de Coliformes Totais,
Coliformes Termotolerantes e Escherichia coli.

A técnica dos tubos multiplos ¢ um método de
andlise quantitativo que permite determinar o Nimero
Mais Provdvel (NMP) dos microrganismos alvo na
amostra. A combinagdo de tubos com crescimento
positivo ou negativo, apds a incubagdo, permite estimar,
por probabilidade, a densidade original dos
microrganismos na amostra (Silva et al., 2006).

As amostras foram homogeneizadas por agitagao,
invertendo os frascos 25 vezes em angulo de 45°, em
seguida foram diluidas em 4dgua destilada estéril em
dilui¢bes de 107!, 102 e 1073, Estas dilui¢cdes sio
recomendadas para amostras com contagem estimada
de coliformes na faixa de 3 a 1000 mL".

Ap6s a diluicdo, as amostras foram inoculadas em
tubos contendo 10 mL de Caldo Lactosado, em
concentracdo dupla, e tubos de Durhan. Foram utilizados
cinco tubos para cada dilui¢do. Os tubos foram
incubados a 35+0,5 °C/24+2 h, onde foi observada a
producdo de gds. Em caso negativo, os tubos foram
reincubados até completar 48+2 h, para repetir a leitura.

A ndo producdo de gas apds 48 h de incubagdo indica
auséncia de Coliformes (totais, termotolerantes ou E.
coli) nos 100 mL da amostra. Para a confirmagao de
Coliformes Totais, foi transferida uma algada da cultura
para tubos contendo 10 mL de Caldo Verde Brilhante
Bile e tubos de Durhan. Os tubos foram incubados a
35+0,5 °C durante 24+2 h, onde foi observada a
producdo de gds. Em caso negativo, os tubos foram
reincubados até completar 48+2 h, para repetir a leitura.

O numero de tubos positivos foi anotado para
determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais por 100 mL. A ndo produgao de gas
apods 48 h de incubacdo indica auséncia de coliformes
totais nos 100 mL da amostra.

Para a confirmagao de Coliformes Termotolerantes,
a partir de cada tubo positivo de Caldo Lactosado, foi
transferida uma al¢ada da cultura para tubos contendo
10 mL de Caldo E. coli (EC) e tubos de Durhan. Os
tubos foram incubados a 44,5+0,2°C pelo periodo de
2442 h, onde foi observada a producdo de gas. Em
caso negativo, os tubos foram reincubados até
completar 4842 h, para repetir a leitura.

O numero de tubos positivos foi anotado para
determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes termotolerantes por 100 mL. A ndo producgao
de gds apds 48 h de incubacdo indica auséncia de
coliformes termotolerantes nos 100 mL da amostra.

Confirmacao de E. coli em placa: a partir de cada
tubo positivo de Caldo EC, foi estriada uma algada da
cultura em placas de Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB). As placas foram incubadas a 35+0,5 °C
durante 24+2 h, onde foi observado o desenvolvimento
de colonias tipicas de E. coli (nucleadas com centro
preto, com ou sem brilho metélico).

Foram testadas E. coli isoladas das amostras de
dgua coletadas, E. coli e Enterococcus faecalis
obtidos do Laboratério de Microbiologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Satide da UEPB.

Para os ensaios foram utilizados os meios Caldo
Nutriente e Agar Miieller-Hinton, preparados
conforme as instrucdes do fabricante, seguindo a
distribui¢do de 20 mL dos mesmos em placas de Petri
de 90x15 mm de diametro.

Durante a realizag¢@o do ensaio, as cepas bacterianas
foram mantidas em meio Agar Miieller-Hinton,
repicadas para caldo Nutriente e incubadas a 37 °C por
24 h. Ap6s este periodo, foi realizado o semeio pela
técnica de estrias (para obtenc¢do de colonias isoladas)
em placas de Agar Miieller-Hinton, que também foram
incubadas a 37 °C pelo periodo de 24 h.

Para a obtencao do inéculo foram selecionadas de
trés a cinco coldnias semelhantes as quais foram
transferidas para 5,0 mL de dgua destilada autoclavada
de modo a produzir uma leve turvagdo, de densidade
visualmente equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland, obtendo-se um indculo de concentragdo
aproximada de 106 UFC mL".

Essa suspensao foi semeada no tempo méaximo de 15
a 20 minutos apds sua preparagao, conforme metodologia
proposta por Cleeland & Squires (1991) e NCCLS (2002).

Para a realizacdo dos ensaios de atividade
antimicrobiana - screening foi usado o método de
difusdo em meio sélido, processo cavidade-placa
conforme os protocolos de Cleeland & Squires (1991)
e NCCLS (2002).

Para realizagao do teste de difusdo, foram utilizadas
placas de Petri (90x15 mm) autoclavadas, contendo
20 mL do meio de cultura Agar Miieller-Hinton. As
placas foram inoculadas pela técnica de espalhamento
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em superficie (NCCLS, 2002), com auxilio de "swabs"
estéreis mergulhados na suspensao contendo o inéculo,
eliminando-se o excesso de liquido por pressao nas
paredes do tubo. O indculo foi semeado em toda a
superficie do meio, de modo a se obter um crescimento
uniforme e semi-confluente.

As placas foram colocadas para secar, durante 3 a
5 minutos, antes de se fazer as cavidades de 6 mm
cada, com o auxilio de perfuradores descartdveis
estéreis. Em cada cavidade foi adicionado 501 L dos
extratos em suas concentragdes iniciais, para verificar
a presenca ou ndo de atividade antimicrobiana de
acordo com a metodologia proposta por Arruda (2007).

Todo o sistema do ensaio foi incubado a 37 °C por
24 h. Decorrido o tempo de incubagdo, foi feita a
leitura e interpretacdo dos resultados. Cada ensaio foi
realizado em triplicata, para cada cepa selecionada.

Resultados e Discussao

Das amostras da Creche, as amostras de 1 a 4
foram dos filtros de barro das salas de aula e a amostra
5 foi da torneira da cozinha. Das amostras da Escola,
as amostras de 6 e 7 foram dos filtros de barro das
salas de aula e a amostra 8 foi da cisterna, porque
estava faltando 4gua na torneira. De acordo com o
teste de Presenga/Auséncia de Coliformes (Totais,
Termotolerantes) e E. coli, apenas a amostra 2 teve
resultado negativo, como pode ser visto na Tabela 1.

De acordo com a metodologia utilizada, a amostra
que foi detectada a auséncia de coliformes foi
descartada e as outras 7 amostras foram transferidas
para os Meios Verde Brilhante e EC, respectivamente,
para nova incubagio.

De acordo com a metodologia utilizada, a amostra
que foi detectada a auséncia de coliformes foi
descartada e as outras 7 amostras foram transferidas
para os Meios Verde Brilhante e EC, respectivamente,
para nova incubagio.

Como pode ser observado na Tabela 2, as 7 amostras

Tabela 1. Teste de presenca/auséncia de Coliforme (totais,
termotolerantes e E. coli)

Instituicdo Amostras
de ensino | 2 3 4 5 6 7
Creche + - + + + 0 0 0

Escola 0 0 0 0 0 + +
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Tabela 2. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
em amostras de dgua da creche e na escola de ensino infantil,
respectivamente

Amostras  Combinacdode  NMP/100 mL  Intervalo de
tubos positivos confian¢a (%)
Creche
1 5-5-0 240 100 940
3 5-5-0 240 100 940
4 5-0-0 23 9,0 86
5 5-5-0 240 100 940
Amostras coletadas na escola de ensino infantil
6 5-5-0 240 100 940
7 5-5-0 240 100 940
8 5-5-5 >1600 - -

apresentaram resultado positivo para Coliformes
Totais. Destaca-se a amostra 8, apresentando uma alta
contaminagao.

O grupo de Coliformes totais inclui as bactérias
Gram negativas, ndo esporogénicas, anaerdbias
facultativas, capazes de fermentar a lactose com
producdo de gdas, em 24 a 48 h, a 35 °C. Sua
enumeracido na agua e/ou alimentos é menos
representativa como indica¢ao de contaminagao fecal,
porque este grupo inclui também diversos géneros e
espécies de bactérias ndo entéricas (Silva et al., 2006).
Por isso, torna-se necessario analisar a presenca de
Coliformes Termotolerantes.

O grupo de Coliformes termotolerantes restringe-
se as espécies capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, em 24 h, a 44,5-45,5 °C,
caracteristica dos Coliformes origindrios do trato
gastrintestinal. Por isso, a sua presenga em dgua e/ou
alimentos é representativa de contaminagao fecal (Silva
et al., 2000).

Em torno de 95 % dos coliformes existentes nas
fezes humanas e de outros animais sdo E. coli e, dentre
as bactérias de habitat fecal, a E. coli € a mais conhecida
e mais facilmente diferenciada (Silva et al, 2005).

Segundo a Legislagdo Brasileira, através da
Portaria 518/04 do Ministério da Sadde, a dgua
destinada ao consumo humano deve estar ausente de
E. coli ou coliformes termotolerantes (Brasil, 2004 ).

Das 8 amostras analisadas, 5 estdo impréprias para
consumo humano e o mais preocupante € que, destas,
4 foram amostras coletadas dos filtros localizados nas
salas de aula, como pode ser observado na Tabela 3.
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Em todas as 5 amostras houve o desenvolvimento
de coldnias tipicas de E. coli (nucleadas com centro
preto, com ou sem brilho metdlico), como pode ser
observado na Figura 1.

Tabela 3. Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes em amostras de dgua da creche e na escola de
ensino infantil, respectivamente

Amostras Combinagdode  NMP/100 mL  Intervalo de
tubos positivos confian¢a (%)
Creche
1 5-5-0 240 100 940
3 5-5-0 240 100 940
4 0-0-0 <2 - -
5 0-0-0 <2 - -
Amostras coletadas na escola de ensino infantil
6 5-5-0 240 100 940
7 5-5-0 240 100 940
8 5-5-5 >1600 - -

Figura 1. Col6nias nucleadas com centro preto sem brilho
metéalico em Meio EMB (caracteristicas de E.coli) isoladas de
uma amostra de agua de filtro de uma Instituicdo de educacdo
infantil da zona rural de Lagoa Seca - PB.

Ao utilizarem concentragdes de sementes de
moringa para o controle de microrganismos, .o Monaco
et al. (2010) ndo detectaram efeito positivo do extrato
sobre microrganismos. O que pode indicar que, mesmo
as sementes de moringa apresentando-se como
alternativa no processo de decantacdo de substancias,
o efeito antimicrobiano provavelmente ndo seja eficiente.

Ap6s serem submetidas aos tratamentos com extrato
de moringa, observa-se nas Figura 2 que os extratos
nao foram eficiente no combate destes microrganismos.

Figura 2. Amostra de E. coli resistente aos extratos de Moringa
oleifera.

As doengas de veiculacdo hidrica, causadas
principalmente por microrganismos patogénicos de
origem entérica, animal ou humana e transmitidas
basicamente pela rota fecal-oral apresentam um risco
de ocorréncia alto no meio rural, em fun¢do da
possibilidade de contaminagao bacteriana de dguas que
muitas vezes sdo captadas em pocos velhos,
inadequadamente vedados e préximos de fontes de
contaminacdo, como fossas e dreas de pastagem
ocupadas por animais (Amaral et al., 2003).

Deve-se lembrar ainda que mesmo que a dgua seja
encanada e esteja em condi¢cdes de consumo, a
manipulagdo inadequada dos vasilhames e a falta de
higiene pessoal podem significar fator de risco para a
transmissao de doengas (S4 et al., 2005).

A M. oleifera Lam é que tem sido muito usada
para clarear a 4guacom o intuito de substituir os sais
de aluminio (Gallao et al., 2006); o que pode estar
relacionado a presenca de proteinas com baixo peso
molecular e alta drea superficial especifica quando
trituradas, fazendo com que suas cargas positivas
atraiam as particulas negativas das argilas e siltes,
formando particulas densas que se sedimentam,
promovendo a remogao da turbidez da 4gua (Amagloh
& Benang, 2009). Entretanto, apesar da clarificagao,
através da decantacdo das particulas, a dgua tratada
com a moringa nio pode ser considerada potdvel,
devido a permanéncia dos microrganismos, conforme
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comprovado neste trabalho e por outras pesquisas (Lo
Monaco et al., 2010).

Sabendo que as populagdes rurais sido, muitas
vezes, expostas ao consumo de dgua ndo potdvel,
destacamos a importincia da realiza¢do de estudos
como este, visando encontrar alternativas para a
reducdo ou até mesmo a solugdo deste problema. Vale
lembrar também da importancia de agdes de
sensibilizacdo das comunidades rurais visando a
valorizagdo das questdes ambientais no uso dos
recursos naturais, enfatizando praticas adequadas de
manejo da dgua.

Conclusao

Nao houve acdo antibacteriana dos extratos
Moringa oleifera Lam nas amostras testadas de
Escherichia coli e Enterococcus faecalis.
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