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RESUMO

O controle das doengas de veiculacdo hidrica pode se dar por meio da implantacio de um
tratamento eficiente de dgua e esgoto. A cloragdo das dguas ¢ um procedimento de rotina nas
Estagdes de Tratamento (ETA/ETE), apresentando um papel importante na reducdo dos
problemas de saude associados ao consumo de dgua contaminada com patégenos entéricos.
Contudo, o uso de cloro nos seus processos de desinfec¢do ¢ contestado devido a formagao de
subprodutos carcinogénicos. Extratos derivados de plantas, dentre eles, o Extrato de Sementes
de Uva (ESU) e o Extrato de Ch4a Verde (ECV), tém sido pesquisados pela comunidade
cientifica por suas propriedades antimicrobianas para aplicagdes em alimentos. Nesse
contexto, hipotetiza-se no presente estudo que esses extratos tenham potencial de desinfec¢do
de patogenos entéricos causadores de doencas de veiculag@o hidrica, sobretudo devido as suas
acdes antimicrobiana e antiviral, podendo ser aplicados futuramente no tratamento de agua e
efluentes para fins de reuso. Assim, os objetivos desse estudo foram: I. Avaliar o potencial
biocida dos compostos naturais ECV e ESU frente aos patdégenos/indicadores Escherichia
coli, Salmonella enterica PhiX-174 ¢ MS2; II. Modelar a cinética de inativacdo desses
microrganismos avaliados; III. Estabelecer recomendacdes para possiveis usos de ECV e ESU
em tratamentos de agua. Os testes foram realizados usando dgua destilada no agitador Jar
Test, o qual contém 6 jarros de capacidade de 2 litros. Os parametros fisico-quimicos
avaliados em cada um dos seis jarros foram: temperatura, turbidez, pH, cor aparente e cor
verdadeira. As bactéricas E. coli e S. enterica foram avaliadas nos seguintes tempos de
contato: 0, 10, 20, 40, 60 e 120 minutos enquanto os bacteriéfagos PhiX-174 ¢ MS2 foram
avaliados nos tempos: 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Na concentragdo 5 mg/mL com o
ECYV foi observado decaimento significativo (1,21 logio; p<0.05) de E. coli e S. enterica (1,25
logio; p<0.05). Em concentragdes menores (2 mg/mL; ECV), as remoc¢des médias foram
determinadas para E. coli (0,76 logi; p=>0,05) e S. enterica (0,93 logio; p=0,05). Para os
bacteridofagos PhiX-174 ¢ MS2 ndo foi observada reducdo significativa (p>0,05) nas duas
concentracdes empregadas (2 e 5 mg/mL; ECV) ao longo do experimento. No tratamento
proposto com o ESU, nao foi observada agdo biocida (p>0,05) contra os microrganismos
bacterianos e virais por todo o periodo de exposicdo ao ESU nas concentragdes 3 e 5 mg/mL.
O pH inicial e final para ambos os extratos apresentaram carater acido. Quanto a turbidez,
bem como cores aparente e verdadeira, houve aumento para os dois extratos (p<0,05) quando
comparados ao controle. O tratamento com o ECV testado durante este trabalho apresentou
capacidade de inativagdo promissora e boa solubilidade em agua destilada, quando comparado
com os resultados obtidos com ESU. Considerando que poucos estudos reportam o uso desses
compostos naturais na desinfeccdo da dgua através da remocao de virus e bactérias entéricos,
espera-se que os resultados obtidos neste trabalho contribuam com o conhecimento acerca do
uso do ECV e ESU nesse contexto. Porém, € necessario que futuros estudos sejam conduzidos
para melhor avaliar o comportamento destes patdgenos na presenca de ESU e ECV, assim
como a seguranca na sua aplicacao.

Palavras-chave: Patdgenos entéricos. Extrato de semente de uva. Extrato de cha verde.
Desinfecgdo de aguas.



ABSTRACT

Waterborne diseases can be controlled by implementing efficient water and sewage treatment.
Water chlorination is a routine procedure at Treatment Stations (ETA / ETE), playing an
important role in reducing health problems associated with the consumption of water
contaminated with enteric pathogens. However, the use of chlorine in its disinfection processes
is contested due to the formation of carcinogenic byproducts. Plant-derived extracts, including
Grape Seed Extract (ESU) and Green Tea Extract (ECV), have been researched by the scientific
community for their antimicrobial properties for food applications. In this context, it is
hypothesized in the present study that these extracts have the potential for disinfection of enteric
pathogens that cause waterborne diseases, mainly due to their antimicrobial and antiviral
actions, and may be applied in the future for water and wastewater treatment for reuse purposes.
Thus, the objectives of this study were: 1. To evaluate the biocidal potential of the natural
compounds ECV and ESU against the pathogens E. coli, S. enterica, PhiX-174 and MS2; IL
Model the inactivation kinetics of these evaluated microorganisms; III. Establish
recommendations for possible uses of ECV and ESU in water treatments. The tests were
performed using distilled water on the Jar Test shaker, which contains 6 2 liter capacity jars.
The physicochemical parameters evaluated in each of the six jars were: temperature, turbidity,
pH, apparent color and true color. The bacteria E. coli and S. enterica were evaluated at the
following contact times: 0, 10, 20, 40, 60 and 120 minutes and the bacteriophages PhiX-174
and MS2 at the times: 0, 15, 30, 60, 120 and 180 minutes. At 5 mg / mL concentration with
ECV a significant decay (1.21 logl0; p <0.05) of E. coli and S. enterica (1.25 logl0; p <0.05)
was observed. At lower concentrations (2 mg / mL; ECV) the mean removals were: E. coli
(0.76 1og10; p=0.05) and S. enterica (0.93 log10; p>0.05). The bacteriophages PhiX-174 and
MS?2 did not show significant reduction (p>0.05) in the two concentrations employed (2 and 5
mg / mL; ECV) throughout the experiment. In the proposed treatment with ESU, no biocidal
action (p>0.05) was observed against bacterial and viral microorganisms throughout the ESU
exposure period at concentrations 3 and 5 mg / mL. The initial and final pH for both extracts
were acidic. As for turbidity, apparent and true color there was an increase for both extracts
when compared to their control. In conclusion, considering that few studies report the use of
these natural compounds in water disinfection of viruses and enteric bacteria, it is expected that
the results obtained in this work contributed to increase the scientific knowledge about the use
of ECV and ESU. The ECV treatment tested during this work showed promising inactivation
capacity and high solubility in distilled water when compared to the results obtained with ESU.
However, further studies should beconducted to better evaluate the behavior of these pathogens
in the presence of ESU and ECV and the safety of their application, testing higher extract
concentrations and longer exposure times,

Keywords: Enteric pathogens. Grape Seed Extract. Green tea extract. Water disinfection.
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1 INTRODUCAO

A 4gua € o principal recurso para a vida na Terra. Porém, o acesso regular a 4gua potavel
ndo tem sido estendido a toda a populacdo, principalmente em paises em desenvolvimento,
proporcionando impactos devastadores na satude publica e no meio ambiente (WHO; UNICEF,
2014).

Além disso, a polui¢do dos recursos hidricos pelo langcamento de esgoto doméstico e
efluentes industriais ajuda a acentuar a escassez de 4gua mundial. A ONU prevé que, entre 2025
e 2050, o numero de paises com escassez de dgua aumentard para aproximadamente cinquenta
(ABQ, 2015).

Uma das alternativas para a racionalizac@o e enfrentamento desse problema € o reuso
de dguas residuais como, por exemplo, dgua cinza (proveniente de lavatérios, maquina de lavar
roupas e chuveiros) e dgua pluvial. Ja os efluentes residenciais sdo classificados em dgua
marrom (somente fezes), 4gua amarela (urina) e dgua negra (fezes, urina e papel higi€nico)
(PASIN, 2013). Sistemas locais que separam a dgua cinza e lodos fecais/dgua de banheiro sdo
um dos conceitos mais promissores para a reciclagem de dgua. Contudo, hd grande cautela no
uso de produtos derivados de dguas residudrias, principalmente na agricultura. Neste caso, o
potencial de contaminagdo por patdogenos € alto, devido ao fato das fezes serem o mais
abundante componente das dguas residuais convencionais (MAGRI et al., 2015).

Nesse contexto, em pesquisas na cidade de Vigosa, em Minas Gerais, comparou-se o
manejo do solo com 4gua residudria filtrada de origem doméstica € o manejo convencional e
foi percebido que o manejo com dgua residudria € mais efetivo na melhoria das caracteristicas
do solo (MEDEIROS at al., 2005). Entretanto, € reconhecido que existem impedimentos
culturais e sanitdrios, além de conhecimento limitado acerca da utilizacdo de 4gua de reuso na
agricultura em larga escala (BIZARI; CARDOSO, 2016). Por este motivo, Bizari e Cardoso
(2016) discutem que uma alternativa segura para integrar a 4gua de reuso ao processo produtivo
€ sua utilizac@o em projetos de irrigacdo que considerem espécies ndo comestiveis e defendem
a utilizagdo de 4guas residudrias na horticultura como uma estratégia de promover o
desenvolvimento da horticultura urbana e periurbana a0 mesmo tempo que se preserva o meio
ambiente e se promove o saneamento no ciclo fechado.

A auséncia ou precariedade de saneamento bdsico € uma necessidade emergencial em
escala mundial. Areas urbanas e peri-urbanas em paises em desenvolvimento apresentam as
condi¢des mais extremas de poluicdo e exposi¢ao a doengas no mundo, sendo que grande parte

dessa polui¢do é causada por auséncia de banheiro e saneamento bésico adequado (WINBLAD;
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SIMPSON-HEBERT, 2004).

No Brasil, o saneamento bésico ainda ¢ uma questdao preocupante. Apenas 48,6% da
populagdo, aproximadamente, possui esgoto tratado, ou seja, 100 milhdes de brasileiros ndo
tem acesso a esse servigo e mais de 18% nao possui rede de abastecimento de dgua tratada, o
que corresponde a cerca de 35 milhdes de habitantes. Quando se avalia o nimero de pessoas
sem acesso a banheiro, o nimero chega a 4 milhdes (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2015).

Diversos problemas ambientais estdo associados a falta ou precariedade de saneamento
basico. Dentre estes, a poluicdo de rios, lagoas e aquiferos, erosdo acelerada, inundagdes
frequentes, danos que direta ou indiretamente implicam em perdas humanas e materiais
(KRONEMBERGER et al., 2011). Os riscos a saide relacionados a contaminagdo da dgua por
agentes patogénicos entéricos sao causados pela rota fecal-oral, ou seja, patégenos transmitidos
pelo consumo de 4gua ou alimentos contaminados por fezes de individuos ou animais
infectados (Hunter et al., 2002).

Doencas entéricas bacterianas, virais e agentes parasitirios de gastroenterite sdo os
grupos mais importantes de infeccOes relacionadas a dgua e a causa predominante de
morbilidade e mortalidade infantil. Provocam sintomas como diarreia, vOmito e quadros
semelhantes aos gripais. Outras doengas secunddrias e mais graves ja estdo sendo associadas
aos patégenos de veiculacdo hidrica, tais como meningite, miocardite e doencas respiratérias
(BRICK et al., 2004; REYNOLDS, 2004).

A principal estratégia de controle da propagacao desses agentes etiologicos responsaveis
pela transmissao de doencas de veiculagdo hidrica pode se dar por meio da implantacdo de um
tratamento eficiente de dgua e esgoto. Nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETA), a cloracio
¢ um procedimento de rotina na etapa da desinfeccdo, cuja principal fun¢do € a redugcao dos
problemas de saude associados ao consumo de dgua contaminada por microrganismos
patogénicos. De acordo com o Ministério da Satide, é recomendada a concentragdo minima de
cloro residual livre de 0,2 mg/L e maxima de 5,0 mg/L em todo o sistema de abastecimento
(BRASIL, 2006).

Apesar da importancia dessa estratégia, diversas pesquisas relatam que a combinacao
do cloro livre com o contetido organico presente em dguas naturais destinadas ao abastecimento,
produz uma classe de compostos chamados de Trihalometanos (THM). Dentre eles, o mais
seguidamente identificado e que merece maior atengdo sao os cloroférmios, apontados como
substancias potencialmente mutagénicas e cancerigenas. Tem sido associada ao aumento do
risco de cancer de bexiga e c6lon, bem como da ocorréncia de parto prematuro (MEYER, 1994;

ZAINUDIN et al., 2017). A presenga dos THM na dgua tratada por clorac@o nao € o tinico risco
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existente relacionado ao seu consumo. Na dgua podem estar presentes, também, patdgenos
como os virus entéricos, ovos de helmintos e os cistos de protozodrios que estao envolvidos nos
principais episddios de gastroenterites. A eficdcia, portanto, do cloro na inativa¢do destes
patégenos é menor quando comparada aos tradicionais indicadores bacterianos, como 0s
coliformes termotolerantes (REYNOLDS, 2004).

Alternativamente, outras possibilidades para desinfeccdo de dgua tém sido testadas. Nas
dltimas décadas, alguns estudos t€ém avaliado a capacidade de desinfec¢do com extratos naturais
e seus derivados. Extratos derivados de plantas contém abundantes metabdlitos diversos que
tém sido pesquisados pela comunidade cientifica por suas propriedades antimicrobianas
variadas (D’SOUZA, 2014; JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH, 2003; PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011).

Dentre eles, o extrato de sementes de uva (ESU) e o extrato de cha verde (ECV) se
mostraram promissores, tendo diversas aplicacdes em alimentos e bebidas. Seus potenciais
antimicrobianos e antioxidantes trazem a possibilidade de substituicdo de antioxidantes
sintéticos, como hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolona butilada (BHT), suspeitos de
apresentarem potencial carcinogénico. Ademais, o chéd verde e as uvas e seus derivados sao
bebidas tradicionais e populares em todo o mundo e a eles sdo atribuidos diversos outros
beneficios a sadde, além dos ja citados, incluindo propriedades anti-inflamatérias e
anticarcinogénicas (JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH, 2003; PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011; SU; D’SOUZA, 2011; ADAMEZ et al., 2012; ZHU et al., 2015).

Estudos utilizando compostos naturais tendem a ser explorados principalmente nas dreas
médicas e farmacoldgicas, bem como para fins industriais. Todavia, as propriedades desses
compostos, sobretudo as antibacterianas e virais, despertam também interesse na investigacao
da desinfeccdo de patégenos causadores de doencas de veiculacao hidrica, até mesmo pelo fato
de os métodos atuais de desinfec¢do com cloro terem sido contestados (SAKARIAH, 2003;
AL-HABIB et al., 2010; KAO et al., 2010; ADAMEZ et al., 2012). Contudo, além de a
utilizacdo de extratos vegetais na desinfec¢do da dgua contaminada por patégenos ser pouco
investigada, a avaliacdo da atividade antiparasitdria também é escassa.

Nesse contexto, as atividades antimicrobiana, antiviral e antioxidante, seja do extrato de
semente de uva ou do extrato de cha verde, sdo propriedades que justificam a avaliacdo de sua

capacidade de remoc¢ao de patdgenos entéricos de veiculagdo hidrica.



20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Conduzir estudos exploratérios do potencial desinfetante de extratos aquosos de cha verde
(ECV) e de semente de uva (ESU) prospectando a aplicagdo em processos de tratamento de

dguas residuais visando o reuso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o potencial biocida dos compostos vegetais na forma de extratos aquosos
ESU e ECV, frente aos patdgenos E. coli, S. enterica; colifagos somaticos PhiX-174 e fagos
RNA macho-especificos MS2;

2. Modelar a cinética de inativacdo dos microrganismos avaliados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FORNECIMENTO E CONSUMO DA AGUA

A crise de dgua doce no mundo esta pautada nas vertentes de quantidade e qualidade. A
quantidade suficiente de d4gua doce nas bacias hidrogréficas, nos aquiferos ou precipitadas na
forma de chuva, precisa estar em sintonia com a qualidade. Esta exige pardmetros fisicos,
quimicos e bacteriolégicos desejdveis que permitam a oferta hidrica para atender as demandas
atuais e futuras em relacao ao uso rural, doméstico e industrial (BORDALOQO, 2012).

Ainda segundo Bordalo (2012), o “risco” de escassez hidrica para o proximo milénio
obrigatoriamente passa por uma mudanc¢a mais rapida em busca de novos modelos que adotem
o manejo da dgua. Voltado ao aumento da efici€éncia dos sistemas de abastecimento, o
tratamento e a reutilizacdo dos efluentes residenciais e industriais devem ser repensados.

O aumento da populacdo vem acompanhado do aumento da demanda hidrica, seja para
consumo residencial, industrial e, principalmente, pela agricultura. Com a populacdo mundial
ultrapassando os oito bilhdes de pessoas, até o ano de 2030, o incremento na producdo de
alimentos deve crescer cerca de 50%. Consequentemente, nos proximos dez anos, mais da
metade de populacdo mundial, em torno de dois tercos, deve passar por problemas de
abastecimento. A Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) prevé que entre 2025 e 2050, o
nimero de paises com escassez de d4gua aumentard para aproximadamente cinquenta. Regides
densamente povoadas do mundo, como o Mediterraneo, Oriente Médio, india, China e
Paquistdo, deverdo ser os primeiros a enfrentar uma grave escassez de dgua (HANJRA;
QURESHLI, 2010; ABQ, 2015; GARCIA, 2018).

O perigo do desabastecimento de dgua tem reflexos perversos em outro problema
mundial: a crise de alimentos. A agricultura irrigada € o maior usudrio da dgua, respondendo
por cerca de 80% do uso global. Assim, a escassez hidrica € projetada para se tornar o principal
determinante da escassez de alimentos, superando a possibilidade de escassez de terras para
plantio. A Australia ja sofre esses impactos. Embora tenha abundancia de terras, o pais € um
dos principais produtores de alimentos, recentemente, a seca reduziu substancialmente sua
producdo agricola (HANJRA; QURESHLI, 2010).

A polui¢do dos recursos hidricos pelo lancamento do esgoto doméstico e efluentes
industriais também ajuda a acentuar a escassez de d4gua mundial. Uma das alternativas para a
racionalizacdo e enfrentamento desse problema € o reuso de &dguas residuais, como, por
exemplo, dgua cinza, pluviais e efluentes residenciais que sao classificadas em dgua marrom

(somente fezes), 4gua amarela (urina) e d4gua negra (fezes, urina e papel higi€nico) (PASIN,
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2013).

Depois de submetidos a um tratamento adequado, os efluentes podem ser reaproveitados
para fins ndo potdveis, tais como lavagem de calcadas e automodveis, descargas sanitdrias,
limpeza de dreas publicas, na indudstria e na produgdo agricola. Desta forma, minimiza-se o
risco de crise no abastecimento hidrico devido a substituicdo de dgua potavel por uma dgua de
qualidade inferior, nas situagdes que podem prescindir dos padrdoes de potabilidade
(OTTERPOHL, 2001; PASIN, 2013). Contudo, o reuso de afluentes sanitarios € ainda visto
com cautela, principalmente na producdo agricola, em virtude da quantidade de patdgenos
intestinais (ovos de helmintos, cistos de protozodrios, virus e bactérias) presentes no esgoto
doméstico. Estes, por sua vez, podem contaminar as culturas vegetais, os trabalhadores rurais e
o lengol fredtico. O efluente doméstico bruto contém mais de 3,0 milhdes de coliformes
termotolerantes em 100 mililitros (REYNOLDS, 2004).

Para a 4gua residudria obedecer aos niveis de seguranga exigidos pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), € necessdrio submeté-la a um processo de tratamento para reduzir o
potencial poluidor. O esgoto € submetido a tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos, capazes
de evitar agravos nos problemas ambientais e de saide publica (WHO, 2006). De acordo com
o documento Guidelines for drinking-water quality, a OMS estabelece que o esgoto tratado para
reuso nao potavel, com um risco aceitavel ou Valores Maximos Permitidos (VMP) para ovos
de helmintos, deve conter menos de 1 ovo vidvel/litro em todas as aplicagdes. Em se tratar da
E. coli, bactéria entérica frequentemente utilizada como bioindicador de contaminacdo fecal, o
indice corresponde a uma pessoa infectada a cada um ano. Ja para fins potaveis, um individuo
contaminado a cada 1milhdo de pessoas por ano. Desta forma, sdo garantidas concentracdes
seguras de patégenos para os usudrios deste sistema (WHO, 2006; PASIN, 2013).

Tao importante quanto o tratamento de esgoto para o enfrentamento da crise de dgua
doce, esta o tratamento da dgua bruta. Essa assertiva se revela ainda mais aplicdvel para o Brasil,
pois € o pais com maior reserva de d4gua doce renovavel do mundo, com aproximadamente 13%
do total global. Dados do Banco Mundial denotam que em 2014 foram consumidos 74,8 bilhdes
de metros cubicos de dgua no Brasil. Destes, estdo distribuidos 60% na agricultura, 17% na
industria e 23% para fins domésticos. O Brasil ainda se revelou como um dos paises com maior
consumo de 4gua em domicilio, proporcionalmente, com cerca de 17 bilhdes de metros cubicos
(THE WORLD BANK, 2017).

O acesso de domicilios ligados a redes de abastecimento de dgua potavel, tem elevada
correlagdo com a incidéncia de doencas de transmissdo hidrica, parasitoses intestinais e

diarreicas, principalmente em menores de 5 anos de idade (FUNASA, 2017; FLORENCANO;
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DE ASSIS 2014). Verifica-se na Tabela 1, o acompanhamento da redugdo das taxas de
mortalidade infantil e a propor¢@o de 6bitos por doengas diarreicas em menores de 5 anos, em
face a elevacgdo do percentual de domicilios atendidos com dgua tratada no Brasil nas tltimas

tré€s décadas.

Tabela 1 - Populacio brasileira, porcentagem de domicilios atendidos por rede geral de dgua tratada,
Taxa de Mortalidade Infantil e Proporc¢io de 6bitos por doenga diarreica aguda em menores de cinco anos de idade
por regides, nos anos de 1991, 2000 e 2010.

Percentagem de Taxa de
domicilios Mortalidade

atendidos com Infantil, por mil
rede geral de nascidos vivos

Proporcdo de 6bitos por
doenca diarreica

1 ~ 1
Ano’  Populagéo Total aguda em menores de

4dgua tratada’ (TMI)! cinco anos de idade?
1991 46.825.47 70,7 47 9472
2000 69.872.85 77,8 29,7 3597
2010  90.755.79 92,1 15,6 1005

Fonte: 'Dados do Censo Demogrifico (IBGE 1991, 2000 e 2010; FLORENCANO; DE ASSIS, 2014).
Indicadores de mortalidade infantil por doenca diarreica (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A implementagdo de processos de tratamento de dgua, com etapas de filtracdo e
cloragdo, durante o século XX, praticamente erradicou doengas iconicas como a febre tifoide e
a colera, na América do Norte e na Europa. No entanto, os patégenos microbianos continuam
a ser uma das principais causas de surtos de doencgas relacionadas a d4gua em todo o mundo e
continuam sendo um importante desafio de satide ptiblica no fornecimento de dgua potavel para
consumo no século XXI (AW; ROSE, 2012). O tratamento da dgua para o consumo doméstico
deve ainda atuar na obten¢do de pardmetros aceitdveis quanto ao sabor, odor e cor. Embora
estes fatores possam ndo tem efeitos diretos na sadde, mudangas na aparéncia normal, gosto ou
odor de uma fonte de dgua potdvel pode sinalizar mudancas na qualidade da fonte de dgua bruta

ou defici€ncias no processo de tratamento e deve ser investigada (WHO, 2017).

3.2 SANEAMENTO BASICO

A populacdo global continua crescendo e, consequentemente, a demanda por dgua
potavel. Em 2020, a populag@o humana deve alcangar a marca de aproximadamente 7,9 bilhdes
de habitantes. O problema de abastecimento aparece a medida que a contaminagdo de aguas
superficiais e subterrdneas também segue essa tendéncia, sendo que em muitos lugares do

mundo as fontes estdo impréprias para o consumo, devido a polui¢do da dgua proveniente de
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atividades industriais, domésticas e agricolas e outras mudangas ambientais. Por este motivo, o
mundo pode vivenciar uma grande escassez de dgua doce nos proximos anos (GUPTA et al.,
2012).

Os poluentes presentes nas dguas residuais dependem da natureza dos efluentes
liberados. Podem ser categorizados como inorganicos organicos e bioldgicos. Os poluentes
inorganicos mais comuns sao os metais pesados, altamente t6xicos e carcinogénicos na
natureza. Além disso, os nitratos, sulfatos, fosfatos, fluoretos, cloretos e oxalatos também tém
alguns efeitos danosos graves (HOPPEN et al., 2006; GUPTA et al., 2012). Dos poluentes
organicos téxicos geralmente encontrados em dguas residuais, pode-se destacar os pesticidas,
que incluem inseticidas, herbicidas, fungicidas. Ademais, nesse grupo se encontram ainda os
hidrocarbonetos polinucleares, fenodis, bifenilos, formaldeidos, detergentes, oOleos, graxas,
alcoois, aldeidos, cetonas, lignina e produtos farmacéuticos e de higiene (GUPTA et al., 2012).

Os fendis, por exemplo, tratam-se de uma classe de poluentes organicos considerados
prioritdrios e perigosos, porque sao prejudiciais para organismo mesmo em baixas
concentracdes. Em uma concentracdo de 0,005 mg/L, por exemplo, pode causar alteracoes
significativas de sabor e odor, tornando a dgua impropria para o uso. O consumo de agua
contaminada com fenol pode levar a dor severa, danos aos capilares sanguineos e resultar em
morte. As fontes de poluicdo mais importantes de fendis sao as dguas residuais dos setores de
ferro, aco, petrdleo, pesticidas, tintas, solventes, produtos farmacéuticos, produtos quimicos de
preservacao de madeira, de papel e celulose (AKSU, 2005).

Na classe dos contaminantes biolégicos, enquadram-se 0s microrganismos patogénicos
que prosperam em 4guas residuais e podem ser responsdveis por diferentes tipos de doengas.
Os microrganismos nocivos incluem bactérias, fungos, algas, plancton, protozodrios, virus e
outros parasitas intestinais. Estes permanecem na dgua na forma coloidal ou em suspensao
(GUPTA et al., 2012).

A principal forma de controle da propagacao desses agentes etiol6gicos responsaveis
pela transmissdo de doencas de veiculacio hidrica pode se dar por meio da implementacdo de
um tratamento eficiente de dgua e esgoto. No entanto, a OMS estima que nos paises em
desenvolvimento, cerca de dois milhdes de criangas morrem anualmente de doencas infecciosas
associadas a dgua contaminada. Portanto, o controle de microrganismos patogénicos deve ser
realizado pelo uso de uma abordagem multibarreira, incluindo protecdo de fonte, tratamento e
desinfeccdo adequados e manutencdo das redes de distribuicio (FIGUERAS, BORREGO,
2010). Para transformar a dgua bruta em agua potavel para consumo humano, geralmente os

sistemas de abastecimento contam com Estacdes de Tratamento de Aguas (ETA).
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O tratamento de dgua tem por finalidade atingir os padrdes de potabilidade no que

tange (PEREIRA, 2011):

e A higiene, ou seja, inativa¢do de microrganismos patogénicos, elementos perigosos
(minerais e compostos organicos téxicos em excesso);
e A estética, em termos de cor, turbidez, odor e sabor; e

e A economia, com a reducio da corrosividade, dureza, cor, turbidez.

A 4gua deve estar livre de cores, sabores e odores que seriam questiondveis para a
maioria dos consumidores uma vez que, ao avaliar a qualidade da 4gua potavel, eles confiam
principalmente nos seus sentidos. Em casos extremos, evita-se o consumo quando as fontes sdo
esteticamente inaceitdveis, em detrimento de fontes mais agraddveis, mas potencialmente
inseguras. Gosto e odor podem se originar de contaminantes quimicos inorganicos € organicos
naturais, processos bioldgicos, produtos quimicos sintéticos, da corrosao ou como resultado de
problemas no tratamento de dgua, armazenamento e distribuicio (WHO, 2017; GARCIA,
2018).

No Brasil, o tratamento de dgua convencional ou ciclo completo € o mais utilizado,
correspondendo a cerca de 70% do volume distribuido. E constituido pelas etapas de aeracio,
eliminacdo de impurezas grosseiras, controle de vazdo, coagulacdo, floculacio, decantagdo,
filtracdo, desinfeccao, correcdo de pH e fluoretacdo. (TEIXEIRA et al., 2002; PORTELLA et
al., 2003; CARVALHO, 2012).

Esses processos visam a remog¢do de cor, turbidez e patégenos de veiculagdo hidrica e
empregam normalmente para coagulacdo primdria o sulfato de aluminio e o cloreto férrico
(KATAYAMA et al, 2015). Pormenorizando, o ciclo completo de tratamento envolve a
captacao e aducao onde ocorre o bombeamento e transporte da dgua dos leitos d’agua, sejam
rios, represas ou pocos, por meio de tubulacdes (adutoras), até as estagdes de tratamento. Em
seguida, na etapa de peneiramento realizada por meio de grades, peneiras ou cestos, € evitada a
entrada de galhos, folhas e outros materiais grandes na ETA. Posteriormente, na pré-cloragao,
ha uma aplicacdo prévia de cloro na dgua para a oxidagdo, no caso de haver a presenca de
grande quantidade de material organico e bioldgico na dgua bruta (SABESP, 2008).

A coagulacdo e floculacdo promovem a desestabilizacdo de coloides (ou particulas
coloidais) com diametro entre 0,1 e 0,001 um, neutralizando as for¢as que as mantém separadas,
utilizando-se de coagulantes quimicos e aplicacdo de energia de mistura. Os principais
coagulantes usados sdo os sulfatos a base de aluminio e ferro, como o sulfato de aluminio,

policloreto de aluminio, sulfato férrico, sulfato ferroso clorado e cloreto férrico. Para melhorar
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as condicdes de coagulagdo pode-se aplicar ainda silica ativada, bentonita, fléculos previamente
formados ou polieletrélitos (Polimeros Naturais e Sintéticos) (ANDIA CARDENAS; DE
VARGAS; BARRENECHEA MARTEL, 2000; TEIXEIRA et al., 2002).

Na decantagdo, os flocos ficam com densidade superior a dgua e se deslocam por
gravidade para o fundo de grandes tanques e entdo a dgua limpa escoa pela superficie. O
tratamento segue para uma etapa de filtracdo, onde ocorre a passagem da dgua por filtros de
areia e carvao para retirar as particulas menores. Posteriormente, desinfec¢do com cloro. Ja na
fluoretagdo, aplica-se fldor na dgua para prevencdo de cdries dentdrias. Por fim, é promovida a
reservacao e distribuicao (SABESP, 2008). Se aceita que o pH varie entre 5 a 9. A realizacao
dos testes de pH no tratamento da dgua é muito importante para a avaliacdo da sua qualidade
fisico-quimica, pois, se acida, a d4gua € corrosiva e neutraliza detergentes alcalinos, dificultando
o estabelecimento do pH ideal para a remog¢ao dos sélidos. Por outro lado, se alcalina, aumenta-
se a formacao de precipitados que sdo capazes de neutralizar detergentes dcidos (CERQUEIRA,
20006).

A presenca de coliformes totais na d4gua e alimentos nao tem relacao direta com a presenca
de microrganismos patogénicos, bem como a ocorréncia de contaminac¢do fecal, uma vez que
vivem em ambientes ndo entéricos, como superficies expostas ao contato direto com a dgua e
biofilmes. O mesmo ndo se pode falar a respeito dos coliformes fecais, pois, embora nem todos
sejam patogénicos, a presenca de coliformes fecais € um indicador de contaminacio e pode
indicar a existéncia de microrganismos patogénicos de origem entérica, como as bactérias

Salmonella, E. coli, Shigella e consequente risco a saide humana (CERQUEIRA, 2006).
3.3 FORMACAO DE SUBPRODUTOS DERIVADOS DA CLORACAO

Nas ETA, a clorac@o é um procedimento de rotina na etapa da desinfeccdo de dgua, cuja
principal funcdo é a reducdo dos problemas de saide associados ao consumo de 4gua
contaminada por microrganismos patogénicos. De acordo com o Ministério da Saude, €
recomendada a concentragdo minima de cloro residual livre de 0,2 mg/L e maxima de 5 mg/L
em todo o sistema de abastecimento (BRASIL, 2006).

Geralmente, nas nascentes dos rios a dgua é segura, mas a medida que percorre o leito
encontra a chamada Matéria Organica Natural (MON) originaria de vestigios de biomassa
terrestre e aquatica, lixiviacdo de material organico do solo, e matéria fecal de animais que

podem estar doentes ou ser portadores de doengas graves. Além disso, possiveis descargas

podem conter substiancias organicas resultantes de processos quimicos e bioldgicos. A
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concentracdo de MON pode ser mensurada pelo nivel de carbono orgénico total e carbono
dissolvido, absorbancia, potencial de formac¢do de UV e trihalometano (THM) (ZAFRA, 2008;
ARJONA-RODRIGUEZ et al., 2012).

As 4guas que chegam a uma estagdo de tratamento de dgua contém agentes redutores
(compostos organicos € inorganicos, como nitritos, ions, ferro, chumbo e sulfetos), além de
microrganismos e bactérias (ZAFRA, 2008). Contudo, a desinfec¢do da dgua ocorre tanto para
os sistemas de abastecimento quanto para os sistemas de esgotos sanitdrios, compartilhando,
também, o mesmo objetivo de eliminacdo ou inativacdo dos microrganismos patogénicos
(ZAFRA, 2008).

A diferenca reside no resultado final esperado. No tratamento da dgua, os esfor¢os sdao
dirigidos para a destruicdo total de todos os patégenos presentes € o risco de ndo cumprimento
deve ser minimo. J4 em relacdo ao esgoto sanitdrio, o resultado esperado na desinfeccdo
depende da destinacdo final do efluente e, nesse caso, a presenca de certa quantidade de
patégenos € admissivel (PIANOWSKI; JANISSEK, 2003).

O uso de cloro para desinfec¢do de dgua para consumo humano é uma pratica aceita em
todo o mundo e amplamente utilizada para o controle de doengas diarreicas, como a célera. O
cloro e os compostos contendo cloro sdo oxidantes muito poderosos e podem reagir com uma
variedade de materiais orgadnicos e inorganicos na dgua, antes que seja obtida a desinfeccdo
desejada. Os desinfetantes mais usados sdo o cloro gasoso (Cl2), hipoclorito de sédio (NaOCl,
12,5% de cloro disponivel), hipoclorito de célcio [Ca(OCl)2, 70% de cloro disponivel],
cloraminas, diéxido de cloro (ClO.) e ozbnio (O3) (ZAFRA, 2008).

A desinfec¢do com cloro da dgua potdvel tem limitagdes contra certos patdégenos, como
0s protozoarios, em particular o Cryptosporidium. Mesmo na tentativa de inativagdo de oocistos
jovens (menos que um més de idade), Shields et al. (2008) também perceberam resisténcia do
Cryptosporidium a inativagao por cloro. Além disso, a tolerancia e inativacdo de E.coli também
foi avaliada em dguas residuais na Africa do Sul e percebeu-se pobre remogio desta bactéria
por cloro na concentragdo de 0,5mg/L, sendo necessaria a concentracao de 1,5mg/L para maior
eficacia (Owoseni et al., 2017). Uma vez que Giardia também tem demonstrado resisténcia a
desinfeccao por cloro, Ran e Li (2010) avaliaram os efeitos do cloro na inativacdo de Giardia
presente na dgua e perceberam que a taxa de inativacdo aumenta com o aumento da temperatura
de 5 a 25°C, mas diminui acima disso e, quando a concentracido de matéria organica no sistema
de reacdo é aumentada, a competicdo entre Giardia e os componentes organicos com cloro
provavelmente ocorre e reduz a taxa de inativacdo. A eficdcia da cloragao também pode ser

insatisfatoria contra patégenos dentro de flocos ou particulas que os protegem da acdo desse
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desinfetante. Altos niveis e turbidez podem proteger os microrganismos dos efeitos da
desinfeccdo e ainda estimular o crescimento de bactérias (WHO, 2017).

O problema do uso do cloro na oxidagdo e desinfeccao da dgua surge quando hd a reagdo
com a MON, formando os chamados Subprodutos Desinfeccao (SPD), entre os quais estao
incluidos trihalometanos (THM), acidos haloacéticos (HAA), haloacetonitrilos e halocetonas,
haloaldeidos e fendis clorados (SANCHES et al., 2008). A propor¢do de cada tipo de SPD

em relacdo ao total de SPD formado apds o tratamento da dgua € descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Porcentagem de cada tipo SPD em relacéo ao total de um processo de cloracdo de dgua potavel

Tipo de SPD % em relacao ao total de SPD
Trihalometanos 40-50%
Haloacéticos 28-35%
Haloacetonitrilos 9-15%
Demais SPD juntos >23%

Fonte: adaptado de SANCHES et al. (2008).

Segundo Pianowski e Janissek (2003), a matéria organica de origem vegetal, formada
basicamente por dcidos himicos e filvicos tem maior potencial total na formagdao de THMs se
comparado aos demais precursores. Os precursores sa30 compostos ativos que podem reagir com
o cloro, tais quais o tempo de contato, temperatura da dgua, pH e a prépria dose de cloro
(SANCHES et al., 2008).

Trihalometanos (THMs) sao compostos derivados do metano. O processo de formagao
ocorre através da substituicao de trés dos quatro dtomos de hidrogénio do metano por dtomos
de halogéneo (CH:X), geralmente oriundos do cloro ou bromo ou pela combinacio dos dois.
Os THMs podem ser triclorometano (cloroférmio, CHCIs), bromodiclorometano (CHBrCl.),
clorodibromometano (CHBr:Cl) e tribromometano (CHBr3). Os THMs produzidos
involuntariamente durante a cloracdo da dgua sdo voléteis e toxicos e foram descobertos em
aguas potaveis somente a partir de 1974 (SANCHES et al., 2008). Quanto a toxicidade dos
THMs, em mamiferos, a exposi¢ao a esses compostos € ligada a efeitos toxicos no figado, rins
e nos sistemas nervoso e reprodutivo. O cloroférmio em altas doses € carcinogénico e outros
THMs s3o mutagénicos. Os THMs sdo associados ao risco de cancer na bexiga, cancer
colorretal e em defeitos em neonatos de maes expostas, bem como aumento de casos de abortos
(SANCHES et al., 2008).

A pesquisa de Wang, Deng e Lin (2007) estimou quais as vias de exposi¢do (inalagdo,
absor¢do dérmica e ingestdo oral) a THM apresenta maiores riscos especificos de cancer

(exposicdo a 1 pg / L de cada espécie de THM), dentre as quatro espécies de THM. Os
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resultados revelaram que o maior risco vem da exposicdo por inalacdo ao cloroférmio, que
ocorre principalmente durante o banho. Esses dados contrariam os estudos de Lee er al. (2004)
e Tokmak et al. (2004) que identificaram que a exposi¢do por ingestdo oral apresentava maior
risco de cancer.

Dado o indiscutivel potencial de agravo a satude, tem se proposto a reducdo do uso do
cloro para a desinfeccao, mas a preocupacdo com as doencas hidricas resultantes de
microrganismos patogénicos resistentes impede esta determinacio (ARJONA-RODRIGUEZ et
al., 2012). Pelas razdes expostas, métodos de desinfeccdo alternativos ao cloro t€ém sido
avaliados, inclusive pela induistria de produtos frescos. Neste caso, em recente levantamento
feito por Meireles et al. (2016), tem sido classificados os métodos bioldgicos (bacteriocinas,
bacteri6fagos, enzimas e fitoquimicos), quimicos (dioxido de cloro, dgua oxidante eletrolisada,
peréxido de hidrogénio, 0zdnio, dcidos organicos etc.) e fisicos (irradiagdo, filtracdo, ultrassom,
luz ultravioleta etc.) para desinfeccdo, contudo, os autores ressaltam que o desenvolvimento de

novas estratégias e avaliacdo de sua efetividade em escala industrial sdo necessérios.

3.4 DOENCAS DE VEICULACAO HIDRICA

A 4gua é uma fonte importante de patdgenos microbianos em regides em
desenvolvimento. A mortalidade por doengas associadas a 4gua ultrapassa a marca de 5 milhdes
de pessoas por ano, com cerca de 2,5 milhdes de mortes causadas por doengas diarreicas em
menores de 5 anos. Destas, mais de 50% sao decorrentes de infec¢Oes intestinais microbianas,
tendo a colera em primeiro lugar (ASHBOLT, 2005; OSWALD et al., 2007; CABRAL, 2010).

Os organismos causadores de doengas de veiculacdo hidrica sdo predominantemente de
origem fecal e, por essa razdo, sio denominados de patégenos entéricos, cuja forma de
transmissdo principal ocorre pela via fecal-oral. O médico inglés John Snow foi um dos
pioneiros na epidemiologia da década de 1850 a estabelecer que a célera era transmitida pela
dgua e a partir dai uma extensa literatura correlacionou a transmissdo hidrica de varios
patégenos causadores de diarreias e outras doencas (ASHBOLT, 2005).

Descargas de dguas residuais em dguas doces e marinhas costeiras contendo excretas
humanas sdo a principal fonte de contaminacao hidrica (Tabela 3) e, consequentemente, o ponto
de partida da rota fecal-oral (Figura 1). Com os ambientes aquéticos superficiais e subterraneos
contaminados, a humanidade fica exposta aos patégenos entéricos através de diferentes vias,
como o consumo de dgua potdvel infectada, de mariscos e outros animais aquaticos sem

cozimento, cultivados em &dguas poluidas e culturas alimentares cultivadas em terra irrigada



com 4gua contaminada e/ou adubada com esgoto (PRUSS et al., 2002; BOSCH et al.,2008).

Tabela 1 - Principais doengas de veiculag@o hidrica e os respectivos microrganismos causadores
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Microrganismos causadores

Doencas principais

Salmonella typhi Febre tifoide
Salmonella paratyphi Febre paratifoide
Outras salmonelas Salmonelose
Shigella spp. Disenteria Bacilar
Vibrio cholera Cdélera
Bactérias  E. coli enteropatogénica Gastroenterites
Yersinia enterocolitica Gastroenterite
Campylobacter jejuni Gastroenterite
Legionella pneumophila e bactérias Doenca respiratdria aguda
relacionadas (legionelose)
Leptospira spp. Leptospirose
Virus da poliomielite Poliomielites
Virus Coxsackie A Meningite asséptica
Virus Coxsackie B Meningite asséptica
) Virus de eco Meningite asséptica
Vf“-ls Outros enterovirus Encefalidades
entericos Rotavirus Gastroenterite
. Doencga respiratori
Adenovirus sarespl atorta ©
gastrointestinal superior
Virus da hepatite A Hepatite infecciosa
, . Hepatite infecciosa; aborto e
Virus da hepatite E P
morte
Norovirus Gastroenterite
Acanthamocba castellani Meningoencefalite amebiana
Balantidium coli Balantidose (disenteria)
. Cryptosporidium homonis, C. parvum Criptosporidiose (gastroenterite)
Protozoarios - - - - -
Entamoeba histolytica Disenteria amebiana
Giardia lamblia Giardiase (gastroenterite)
. . Meningoencefalite amebiana
Naegleria fowleri cening
primdria
Helmintos  Ascaris lumbricoides Ascaridiase

Fonte: Adapatado de ASHBOLT (2005, p. 232).
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Figura 1: Rota fecal-oral.
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Fonte: adaptado de PRUSS et al. (2002, p. 538).
Nove em cada dez mortes relacionadas as doencgas entéricas acometem criangas,

majoritariamente de paises em desenvolvimento. Os principais patdgenos entéricos
diagnosticados nessas criangas incluem: rotavirus, Campylobacter jejuni,

E. coli enterotoxigénica, Shigella spp. e Vibrio cholerae O1 e, possivelmente, E. coli
enteropatogénica, Aeromonas spp. V. cholerae O139, Bacteroides fragilis enterotoxigénicos,
Clostridium difficile e Cryptosporidium parvum. Em adultos, embora haja menos relatos de
complicacOes, jd4 foram reportadas vdrias sequelas, tais como miocardite, diabetes, artrite
reativa e cancer, em alguns meses ou anos apos as infec¢des iniciais. Assim, além dos patégenos
tradicionais (helmintos, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, hepatite A e E), vérios
enterovirus, C. jejuni e H. pylori sdo problemas emergentes em adultos (ASHBOLT, 2005).

Virus entéricos sdo eliminados em nimeros extremamente altos nas fezes e vomitos de
individuos infectados. Sdo rotineiramente introduzidos no meio ambiente através da descarga
de residuos ndo tratados e até mesmo tratados, uma vez que as préticas atuais de purificacdo
sdo incapazes de fornecer efluentes livres de virus. O consumo humano de animais e vegetais
também contribui para a infec¢do de virus entéricos: moluscos bivalves, em especial ostras e
mexilhdes; plantagdes de salada, como alface, cebolinha e outras verduras; frutos moles, como
framboesas e morangos. Estes alimentos foram associados a surtos de doencas virais entéricas
(FONG:; LIPP, 2005; BOSCH et al. 2008).

Um exemplo de virus entéricos é o adenovirus. O género Mastadenovirus, encontrado
em 57 sorotipos virais diferentes e divididos em seis espécies, € o responsavel pela infec¢do em

humanos (HAdV). Sdo causadores de intimeras doencas, tais quais as gastroenterites, faringites,
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uretrites, cervicites, doencas respiratrias agudas, conjuntivites ¢ meningoencefalites (FONG

& LIPP, 2005; FONGARO, 2012).

A colera (ocasionada pela bactéria patogénica Vibrio cholerae) é uma das principais
causadoras de morte por doencas entéricas. E caracterizada por um periodo de incubagio que
dura cerca de 1 a 3 dias. A doenca apresenta um quadro com diarreia aguda e intensa que pode
exceder um litro por hora. Outros sintomas sdo: sede, dores musculares, fraqueza geral,
passando a sinais de oligdria (baixa produc@o urindria), hipovolemia (baixa produgdo
sanguinea) e hemoconcentracdo. O potdssio no sangue cai para niveis muito baixos. Os
pacientes sentem-se letdrgicos. Finalmente, hd um colapso circulatério e desidratagdo com
cianose (OSWALD et al., 2007).

Gastroenterites transmitidas por salmonelas sdo frequentemente causadas por
salmonelas como Typhimurium. Cerca de 12 horas apds a ingestdo de alimentos contaminados,
os quadros de diarreia, vomitos e febre aparecem e costumam durar entre de 2 a 5 dias. A cura
espontanea geralmente ocorre apds esse periodo (OSWALD et al., 2007).

Outras variagdes da salmonella podem ser mais perigosas a saide humana, como € o
caso da Salmonella thipy, responsavel pela febre tifoide. Menos grave, porém semelhante, a
febre paratifoide € causada pela S. paratyphi A e, menos comumente, por S. paratyphi B
(Schoterms) e S. paratyphi C (Hirschfeldii) (OSWALD et al., 2007). Segundo um relatério da
OMS em 2006, identificou-se a incidéncia mundial de 16 a 33 milhdes de casos de febre tifoide
por ano, com aproximadamente 600.000 mortes e taxa de letalidade entre 1,5 e 3,8%
(BHUTTA, 2006; FAROOQUI; KHAN; KAZMI, 2009). Dentre os principais sintomas e
complicagdes da febre tifoide, € possivel citar: febre alta, vomito, diarreia, anorexia, perfuracao
intestinal, dor de cabega, hepatomegalia e mialgia (BHUTTA, 2006; BEACH et al., 2016).

A eficdcia do tratamento de 4dgua potdvel para remover os agentes patogénicos
bacterianos responsaveis pela colera e febre tifoide, tradicionalmente por meio de filtracdo e
cloracdo, € bem indexada pelo indicador fecal comum, a E. coli (ASHBOLT, 2004).

Cepas enterotoxigénicas de E. coli podem causar gastroenterite infantil. A doenga é
caracterizada por diarreia aquosa profusa com duragdo de vérios dias que muitas vezes leva
a desidratagdo e desnutri¢do em criangas jovens. A E. coli enterotoxigé€nica também & a causa
mais comum da chamada “diarreia de viajantes” que afeta individuos de paises desenvolvidos
viajando para regidoes mais pobres do mundo (OSWALD et al., 2007).

A E. coli enteroinvasora € capaz de invadir e se multiplicar nas células epiteliais do

intestino grosso de humanos. A doenga € caracterizada por célicas abdominais, diarreia,
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vomitos, febre, calafrios, mal-estar generalizado e aparecimento de sangue e muco nas fezes
de individuos infectados. Qualquer alimento contaminado com fezes humanas de um

individuo doente ou através da dgua, pode transmitir a doenga (OSWALD et al., 2007).
3.5 INDICADORES DE POLUICAO FECAL EM AMBIENTES AQUATICOS

Indicadores microbianos podem ser classificados em trés grupos: os indicadores
microbianos de processo, indicadores fecais e organismos modelos. Os indicadores de
processo compreendem os organismos que demonstram a eficicia de um processo;
indicadores fecais sdo aqueles organismos que indicam a presenc¢a de contaminagdo fecal e,
por este motivo, eles apenas inferem que patégenos podem estar presentes no corpo d’agua;
e, por fim, os organismos modelos incluem um grupo ou espécie indicativa da presenca
patogénica e o seu comportamento (FIGUERAS, BORREGO, 2010).

O uso de organismos indicadores para avaliar a qualidade microbioldgica e sanitéria
das dguas estd bem estabelecido e tem sido praticado ha mais de um século. Os indicadores
mais utilizados sao os coliformes (coliformes totais), fecais ou coliformes termotolerantes, E.
coli, enterococos (estreptococos fecais ou enterococos intestinais) e bacteri6fagos
(FIGUERAS, BORREGO, 2010).

Algumas caracteristicas devem ser levadas em conta para a determinacdo de um
microrganismo como indicador ideal. Pode-se elencar sua aplicabilidade a todos os tipos de
dgua, possuir populacdo mais numerosa no ambiente que outros patdgenos, apresentar
melhores taxas de sobrevivéncia no meio, resisténcia dos possiveis microrganismos
patogénicos aos processos de desinfeccdo e, além disso, ser detectado por meio de

metodologias simples e baratas (BETTEGA et al., 2006).

3.5.1 Bactérias entéricas: E.coli e S. enterica

Coliformes totais pertencem a familia Enterobacteriaceae e sao bacilos gram-negativos,
anaerdbios facultativos, ndo esporulados, fermentadores de lactose a 35°C, com a produgdo de
gés e de acido lactico durante 24 a 48 h de incubag¢do e podem ter atividade enzima [-
galactosidase. Constituem cerca de 10% dos microrganismos intestinais humanos e outros
animais. Sao encontrados em grandes quantidades no ambiente (fontes de dgua, da vegetacao e
solos), ndo necessariamente associados com a contaminacdo fecal e ndo representam
necessariamente um risco obvio para a saude. Sdo considerados indicadores de degradacao de
corpos de dgua. Em dguas tratadas estas bactérias servem como um alerta de que ocorreu a

poluicdo, sem identificar a fonte, indicando que houve falhas no tratamento e distribuicio de
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efluentes (ROBERT PULLES, 2014).

Coliformes fecais proprios ou termotolerantes sdo um subgrupo das bactérias
coliformes, grupo presente no intestino de animais de sangue quente e humanos. Sua origem ¢é
essencialmente fecal, tém a capacidade de fermentar a lactose, com producio de 4cido e gés a
44° C em 24 h de incubacdo. Inclui a E. coli e, em menor medida, as espécies do género
Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. Indicam a qualidade da dgua tratada e a possivel
presenca de contaminagio fecal (ROBERT PULLES, 2014).

Em se tratar da E. coli pertence aos coliformes mais discutidos e estd entre os agentes
patogénicos associados a disseminagdo de diversas enfermidades mediante a ingestdo de dgua
ou alimentos crus contaminados por dejetos humanos (PUENTES ez al., 2017). Esta presente
no trato gastrointestinal de animais de sangue quente, compondo a microbiota intestinal normal.
Contudo, em outras partes do corpo, pode causar doengas graves, tais como infec¢des do trato
urindrio, bacteremia e meningite. Algumas cepas podem ser enteropatogénicas, causar diarreia
aguda e hemorragia (WHO, 2014).

A S. enterica pode estar presente tanto nas fezes humanas, como em fezes de animais,
sendo responsdveis por uma gama de doengas. As febres tifoide e paratifoide sdo causadas pela
S. typhi e S. paratyphi e, eventualmente, por outros sorotipos. Infec¢des humanas origindrias
dessa bactéria sdo uma das mais relatadas mundialmente no que se refere a origens alimentares

(FORSYTHE, 2013; LONGO; FAUCI, 2014).

3.5.2 Bacteriéfagos como representantes dos virus entéricos

Os virus entéricos podem estar presentes naturalmente em ambientes aquaticos ou
introduzidos pelo vazamento de esgoto e sistemas sépticos, escoamento agricola e, no caso de
dguas estuarinas marinhas, através de emissarios de esgoto e descarga de dguas residuais de
embarcagdes. Sao excretados por humanos e residuos animais mais de 100 tipos de virus
patogénicos (FONG; LIPP, 2005). Um dos agravantes em relacdo aos virus entéricos sao os
ndmeros extremamente altos de virus eliminados nas fezes de individuos infectados, mais
comumente entre 105 e 1011 particulas virais por grama de fezes. Sendo que destes, os grupos
mais estudados pertencem as familias Picornaviridae (poliovirus, enterovirus, coxsakievirus,
virus da hepatite A e ecovirus), Adenoviridae (adenovirus), Caliciviridae (norovirus,
calicivirus, astrovirus) e Reoviridae (reovirus e rotavirus). (FONG; LIPP, 2005).

Os bacteriéfagos ou fagos, os virus que infectam células bacterianas para se replicar,
sao0 inofensivos aos seres humanos e animais. Sdo amplamente estudados como ferramenta de

biocontrole de contaminagdo fecal, estimando a sobrevivéncia de agentes patogé€nicos apos
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serem expostos a tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos. (CARLANDER et al., 2000;
SAHLSTROM e al., 2008).

Em geral, as pesquisas tém identificado os bacteriéfagos como mais resistentes a
inativacdo e eficazes para prever a sobrevivéncia de virus entéricos humanos (FONGARO,
2012; MAGRI et al., 2015; MATTLE et al., 2015).

Adicionalmente tem sido demonstrado que as amostras podem ser mantidas a 4° C por
pelo menos 48 horas sem alteracdo significativa no nimero de bacteriéfagos infecciosos,
apresentam facilidade de cultivo com técnicas rapidas e econdmicas de producio, facilidade de
contagem, além de apresentar taxas de inativacdo similares aquelas reportadas para muitos
outros patégenos (JOFRE et al., 2016; SOUZA; DANIEL, 2008).

As moléculas receptoras na superficie das bactérias determinam principalmente a
especificidade do hospedeiro. Os fagos ligados aos receptores localizados na parede celular sdo
os mais comuns, normalmente conhecidos como fagos soméaticos (SAHLSTROM et al., 2008;
JOFRE et al, 2016). O PhiX-174, representante do grupo dos Colifagos sométicos, e o0 MS2,
pertencente ao grupo RNA F-especificos, sdo frequentemente estudados como modelos para
avaliar a eficiéncia de tratamentos de esgoto, dgua e efluentes (SAHLSTROM et al., 2008).
Esses dois representantes dos bacteriéfagos tém sido reportados na literatura como promissores
substitutos para os virus entéricos humanos devido as suas semelhangas na estrutura,
composi¢cdo e morfologia (FENG et al, 2003).

Os RNA F-especifico, tendo como representante o MS2, € sugerido como um
bioindicador por ser mais estdvel e resistente a desinfeccdo em amostras ambientais. Os fagos
PhiX-174 do grupo dos Colifagos somadticos, parasitas intracelulares das E. coli, também sio
potenciais microrganismos modelo para controle da qualidade da d4gua por apresentarem longos
periodos de sobrevivéncia frente a diferentes condicdes ambientais (FENG et al, 2003;
HUERTAS, 2003; YAVARMANESH et al., 2010; MAGRI et al, 2015; MATTLE et al., 2015;
FONGARO, 2016).

O MS2 possui um tnico capsideo contendo RNA de fita simples como genoma. Este
grupo infecta bactérias que possuem o F-pili ou sex-pili produzidos por células bacterianas
masculinas que possuem o plasmideo F. Este plasmideo € transferivel para uma ampla gama de
bactérias gram-negativas, como a E. coli e a Salmonella typhimurium (SILVA, 2017).

O PhiX-174 pertence a familia dos bacteriéfagos Microviridae, é um virus pequeno,
icosaédrico, sem cauda, com um DNA circular de fita simples. Desde o seu isolamento em
1935, tem sido usado como referéncia em muitos experimentos devido ao pequeno tamanho de

seu genoma e o seu status nao patogénico (MICHEL et al., 2010).
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3.6 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS COMPOSTOS NATURAIS

A busca pelos poderes de cura das plantas e seus compostos naturais € uma ideia antiga.
Povos e tribos indigenas em todos os continentes desde a pré-histdria t€ém utilizado emplastos
e infusdes naturais nas suas praticas medicinais. H4 evidéncias de que os Neandertais vivendo
ha 60.000 anos no territério atual do Iraque ja usavam plantas como malva-rosa para essas
finalidades. Historicamente, os relatos terapéuticos dos compostos naturais foram misturados
entre seus potenciais de cura ou alivio dos sintomas que resultaram (COWAN, 1999).

Plantas medicinais oferecem uma nova fonte de compostos quimicos biologicamente
ativos como agentes antimicrobianos. S3o os mais ricos biorrecursos de medicamentos de
sistemas tradicionais, medicamentos modernos, nutrac€uticos, suplementos alimentares,
produtos farmacéuticos, populares e quimicos para drogas sintéticas. A aceitacdo da medicina
tradicional como uma forma alternativa de cuidados de saide e o desenvolvimento de
resisténcia microbiana aos antibidticos disponiveis levou aos pesquisadores a investigar a
atividade antimicrobiana de plantas medicinais. Dados denotam que 2 milhdes de pessoas
adquirem infeccdes bacterianas nos hospitais dos EUA a cada ano e, destes casos, 70%
envolvem cepas resistentes a pelo menos uma droga (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999;
CUSHNIE, LAMB, 2005; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

A utilizagdo de antimicrobianos naturais transcende a medicina e aplicagdo em
farmacos. A industria alimenticia também € uma das partes interessadas nas descobertas de
antimicrobianos naturais que possam inibir o crescimento bacteriano e fungico em alimentos, a
fim de melhorar a qualidade e o prazo de validade. Da mesma forma, os consumidores ficaram
preocupados com a seguranga dos conservantes sintéticos usados nos alimentos. Como
resultado, h4 uma crescente demanda por produtos naturais que podem servir como
conservantes alimentares alternativos (DORMAN; DEAN, 2000; RAUHA et al., 2000;
GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; GYAWALI IBRAHIM, 2014).

O estudo de Hammer, Carson e Riley (1999) ja confirmava que muitos 6leos essenciais
e extratos vegetais possuem atividade antibacteriana e antiftingica in vitro. No entanto, os
autores alertaram que o uso para fins de conservacdo de alimentos ou para fins medicinais
exigiriam maiores investigagcdes quanto as questdoes de seguranga e toxicidade. Como
geralmente sdo necessdrias concentragdes mais elevadas de compostos vegetais quando
adicionadas aos alimentos, sua aplicacdo pode ser limitada devido a mudangas na qualidade
organoléptica e de textura dos alimentos ou interagdes com outros componentes alimentares

(GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).
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As plantas tém uma capacidade quase ilimitada de sintetizar substancias aromdticas, a
maioria das quais sdo fendis ou seus derivados substituidos por oxigénio. Em muitos casos,
estas substancias servem como mecanismos de defesa da planta contra a predagdo por
microrganismos, insetos e herbivoros. Alguns, como terpendides, ddo as plantas seus odores e
outros como quinonas € taninos sdo responsaveis pelo pigmento da planta, pelo sabor (ex.:
capsaicina terpendide de pimentas). Alguma das mesmas erva e especiarias usadas por humanos
para temperar alimentos produzem compostos medicinais uteis. Estes compostos sdo soliveis
em 4gua, dlcool e acetona e formam precipitados com proteinas (COWAN, 1999; DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Das substéncias fendlicas hidroxiladas t€ém-se os flavondides, que ocorrem como uma
unidade C6-C3 para um anel aromdtico. Os flavondides sdo onipresentes nas células
fotossintetizantes e comumente encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes, caules,
flores, chd, vinho, prépolis e mel. Sdo conhecidos por serem sintetizados por plantas em
resposta a infec¢cdes microbianas e a patégenos fungicos nas folhas. Por isso foi surpreendente
quando identificada in vitro sua eficicia a uma ampla gama de microrganismos. Esse potencial
estd ligado a sua capacidade de complexar com proteinas extracelulares e soluveis e por
complexar com as paredes celulares bacterianas, sendo que os flavondéides lipofilicos podem
também romper membranas microbianas. Todavia, propriedades uteis atribuidas aos
flavonoides ndo se limitam a ag¢do antimicrobiana, pois sdo relatados, ainda, efeitos anti-
inflamatorios, atividade estrogénica, antialérgica, antioxidante, antitumoral citotoxica,
atividade vascular e de inibicdo enziméatica (COWAN, 1999; CUSHNIE, LAMB, 2005).

No entanto, quando se fala em flavonoides, as catequinas merecem atengdo especial.
Constituem-se da forma mais reduzida da unidade C3 em flavonoides compostos. A
contribuicao das catequinas na func¢io antimicrobiana foi extensivamente evidenciada devido a
sua ocorréncia em chds verdes, que ha muito j4 se atribuia esse potencial. Estes compostos
inibiram in vitro bactérias como Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella e outros
microrganismos (COWAN, 1999).

Nas pesquisas com compostos vegetais a metodologia empregada influencia os
resultados obtidos (RIOS; RECIO, 2005). O solvente e o sistema de extracio podem modificar
os resultados finais. Em se tratar de solventes, Rockenbach et al. (2008) analisaram a influéncia
de diferentes solventes (solucdes aquosas de etanol e acetona acidificados com HCI) na
determinacdo da eficiéncia de extracdo de compostos com capacidade antioxidante em bagaco
de uva (Vitis vinifera), cujas variedades foram Tannat e Ancelota. Percebeu-se que os conteidos

de compostos fendlicos totais em acetona foram maiores nas duas variedades, enquanto que os
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contetidos de antocianinas totais foram maiores no solvente etanol; ja a atividade antioxidante
foi maior utilizando acetona para a variedade Tannat e utilizando acetona e etanol para a
variedade Ancelota; o poder redutor foi maior em solvente acetona para ambas as variedades
(ROCKENBACH et al., 2008).

Ja em relagc@o ao emprego de solventes na remocado de polifendis da farinha de folha de
mandioca, Corréa et al. (2004) avaliaram seu indice de remoc¢do comparando hidréxido de
amonio, etanol e dgua e obtiveram os indices de 94, 83 e 65% de eficiéncia de remocdo,
respectivamente. Contudo, € salientado que, devido aos cuidados que deve- se tomar ao
manusear o hidréxido de amdnio e também devido a uma possivel toxidez residual, a utilizagdao
de etanol pode ser recomendada (CORREA et al., 2004). Em se tratar da utilizacdo de dgua
destilada para extracdo e producdo do extrato de sementes de uva, Ignat et al. (2011) a
utilizaram na temperatura de 70°C, durante 45 minutos por trés repeti¢cdes e, em estudo de
Chedea et al. (2010), foi percebido que o extrato aquoso de sementes de uva (variedade romena
“Merlot Recas™), é rico em catequinas, epicatequinas e procianidinas, mas estes componentes
sdo instaveis quando estocados a temperatura de 4°C.

No teste com alho in vitro de Ross et al. (2001), a atividade do alho em po contra a
maioria das bactérias foi maior do que para a planta ou droga bruta. O pH dos compostos em
diluicdes € outro exemplo. Como as vezes pode ser observado quando compostos fendlicos ou
carboxilicos estdao presentes no extrato. No estudo de Janssen, Scheffer e Svendsen (1987), o
6leo de anis apresentou maior atividade antifingica em pH 4,8 do que em pH 6,8, enquanto o
6leo de Cedrus deudora foi mais ativo em pH 9,0. A composi¢do do meio de cultura também
pode influenciar a atividade dos extratos ou compostos testados. Os achados de Ross et al.
(2001) sobre os efeitos do alho em p6 e 6leo de alho evidenciaram que a atividade
antimicrobiana do 6leo de alho foi maior em meios sem triptona ou cisteina. A sele¢do dos
extratos naturais e sua aplicacdo dependem de suas propriedades funcionais, disponibilidade,
custo-beneficio, efeitos sensoriais do produto final e a conscientizacdo do consumidor quanto
ao desuso de produtos sintéticos e possivelmente toxicos.

O chd verde e bebidas a base de uva sdo tradicionais € populares que tém diversos
beneficios a satde, incluindo propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatdrias e
anticarcinogénicas. Nesse sentido, o ECV e ESU sdo dois extratos de plantas populares que t€ém
sido amplamente utilizados em vdrias aplica¢des, principalmente na industria alimenticia

(PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).
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3.6.1 Extrato de cha verde

O chd verde € preparado de forma a impedir a oxidacao de polifendis de folhas verdes,
diferente do chd preto onde a oxidagao € promovida e a maioria dessas substancias € oxidada.
Ja o chd Oolong é um produto parcialmente oxidado. Dos cerca de 2,5 milhdes de toneladas de
chd seco fabricados anualmente, apenas 20% corresponde ao chd verde. Os principais
consumidores do chd verde sdo a China, o Japdo e alguns paises do norte da Africa e do Oriente
Médio. A folha de cha fresco € rica em catequinas, que podem constituir até 30% do peso da
folha seca. Outros polifendis incluem flavondides e seus glicosideos e depsideos como o dcido
clorogénico e theogallin (4cido 3-galloiliquino), exclusivo para o chd. Em um nivel médio de
3% se encontra a cafeina, acompanhada de quantidades muito pequenas das outras
metilxantinas comuns, teobromina e teofilina. O aminodcido teanina (5- Nietilglutamina)
também € exclusivo do cha. Além disso, o chd acumula aluminio e manganés (GRAHAM,
1992).

Devido a popularidade mundial e a auséncia de toxicidade como agente dietético
natural, o chd verde tem se postulado como um excelente candidato na dieta para a prevencao
do cancer, para a inibi¢ao do crescimento e angiogénese tumoral e também apresenta atividade
antimicrobiana (AMAROWICZ; PEGG; BAUTISTA, 2000; HENNING et al. 2004;
GRADISAR, 2007).

E produzido a partir das folhas de Camellia sinensis, que sdo consumidas em todo
mundo como bebida e conhecidas por diversas propriedades medicinais atribuidas, podendo
citar os efeitos anti-inflamatodrios, antitumoral, antioxidante, antienvelhecimento e também o
antimicrobiano. Essas atividades farmacoldgicas sdo atribuidas as catequinas. Elas sdo
compostos polifendlicos presentes nas folhas seca ndo fermentada do chd, divididos em
epigalocatequina-3-galato (EGCG) que é o mais abundante com cerca 40-60% da sua
composic¢ado, seguido por epicatequina-3- galato (ECG) com 10-20%, epigalocatequina (EGC)
com também 10-20% e epicatequina (EC) com teor menor de 4 a 6% (HENNING et al., 2004;
GRADISAR, 2007; SHARMA, 2012).

As folhas secas do cha contém até 30% de polifendis a base de catequina, como as
EGCG e o ECG, que exibem vidrias atividades fisiolégicas como a alta capacidade de
eliminagdo de radicais livres e prevencao da aterosclerose. O consumo de antioxidantes como
os flavonoides é relacionado a uma menor incidéncia de doencas causadas por estresse

oxidativo, tais como complica¢des cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, obesidade e

suas comorbidades (AMAROWICZ; PEGG; BAUTISTA, 2000; SAIGG; SILVA, 2009).
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Em relacdo a capacidade antimicrobiana do extrato de cha verde, alguns autores
relataram que os polifendis, principalmente as catequinas e os flavonoides, atuaram
eficientemente na inativacdo de vdrias estirpes de bactérias gram-positivas, como
Staphylococcus, e gram-negativas, como E. coli e Salmonella (PERUMALLA;
HETTIARACHCHY, 2011; COPPO; MARCHESE, 2014). Estudos de Ikigai et al. (1999) com
epigalocatequina-3-galato (EGCG), no tratamento de bactérias entéricas gram-positivas e
gram-negativas, ap6s 1 hora de contato, apresentaram maior efici€éncia na inativagdo das
bactérias gram-positivas quando comparadas com as gram-negativas. Investigagdes acerca do
mecanismo de acdo biocida das epigalocatequina-3-galato (EGCG) sdo, ainda, incipientes.
Neste mesmo trabalho de Ikigai er al. (1999), os autores observaram que a membrana celular
bacteriana, quando em contato com as catequinas (EGCGQG), apresentaram danos e desnaturagao
proteica, levando o organismo-alvo a inativagdo (IKIGAI ez al., 1999).

Araghizadeh, Kohanteb e Fani (2013) também apontaram maior suscetibilidade de
bactérias gram-positivas a acdo do ECV, provavelmente um efeito atribuido as diferencas na
estrutura da parede celular e cargas polissacaridicas das bactérias. Os autores reportaram que
possivelmente a atividade inibitoria do ECV foi proveniente dos polifendis, principalmente a
partir das epigalocatequina-3-galato (EGCG). Os autores também encontraram uma relacdo
entre a presenca das epigalocatequina-3-galato (EGCG) e o rompimento de membranas
celulares em bactérias, sugerindo a possibilidade da inibi¢do da enzima DNA girase frente ao
tratamento com as EGCG. Desta forma, seria impedida a compactacdo do DNA bacteriano,
ocasionando, consequentemente, a morte das bactérias. Configurando assim, as catequinas
presentes no extrato de ché verde, principalmente as epigalocatequina-3-galato (EGCG), podem
atuar como agente biocida, uma vez que demonstraram eficiéncia na inativacdo de bactéricas
entéricas (ARAGHIZADEH; KOHANTEB; FANI, 2013). Na Figura 2 ¢ representada a
estrutura quimica da classe de polifendis Flavon-3-ol e os seus respectivos microrganismos

sensiveis, como E. coli, S. Mutantans e Candida spp.
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Figura 2: Estrutura quimica da classe de polifendis Flavon-3-ol e os correspondentes microrganismos
sensiveis

Bt EGCG

EGC E. coit [60]

Fonte: Adaptado de Coppo e Marchese (2014)

Com o objetivo de potencializar a¢do biocida do ECV, Nakayama et al. (2012), testaram
a inativacio de Staphylococcus aureus NBRC 13276 e E. coli O157: H7 frente ao tratamento
com ECV juntamente com o NaCl ambos na concentracido de 4% em pH 6,5. Foi constatado
um decaimento mais rdpido nas concentracdes das bactérias entéricas estudas apds 48 horas de
tratamento, se comparado ao decaimento mais lento e gradual no tratamento baseado somente
com o ECV também a 4%. Os autores sugeriram que a diferenga na inativagio entre os dois
tratamentos pode estar intimamente relacionada a adi¢do do NaCl.

Os autores reportaram que foi possivel observar em microscépio eletronico a capacidade
das catequinas de se ligar e proporcionar danos as proteinas existentes nas membranas celulares
das bactérias. Estas proteinas compdem principalmente enzimas e estruturas essenciais para sua
sobrevivéncia (ARAGHIZADEH; KOHANTEB; FANI, 2013).

Considerando que o chd verde € uma bebida consumida em grande parte do mundo e,
portanto, de fécil acesso e aceitagdo. Considerando os resultados obtidos em relagdo a sua ag¢do
microbicida (IKIGAI er al., 1999; AMAROWICZ; PEGG; BAUTISTA, 2000; HENNING e
al. 2004; GRADISAR, 2007, PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011; NAKAYAMA et
al., 2012; ARAGHIZADEH; KOHANTEB; FANI, 2013; COPPO; MARCHESE, 2014), a¢do
esta que pode, ainda, ser potencializada com a combinagdo com NaCl (NAKAYAMA et al.,
2012), leva-nos a sugerir a possibilidade do ECV como um composto vegetal capaz de auxiliar

na remediacdo de dguas.

3.6.2 Extrato de semente de uva

O ESU ¢ produzido por meio de um processo de extracdo, secagem e purificacdo das
sementes de Vitis vinifera. As uvas Vitis vinifera sdo consideradas uma das maiores culturas de

fruta do mundo, com uma producdo anual aproximada de 50 milhdes de toneladas
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(JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH, 2003). O subproduto dessas sementes origina um
extrato rico em compostos fendlicos monoméricos, tais como catequinas, dcido galico,
epicatequina, galocatequina e procianidinas diméricas, triméricas e tetraméricas. Os compostos
fendlicos contribuem para o amargor e adstringéncia de frutas e sucos de frutas, devido a
interacdo entre fendlicos, principalmente procianidinas e as glicoproteinas da saliva
(JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH, 2003; PERUMALLA; HETTIARACHCHY,
2011). Estes compostos atuam como antimutagénicos, agentes antivirais e inibem a oxidac¢ao
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), exercendo um efeito antioxidante. Beneficios que
credenciaram o ESU como suplemento dietético (PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011).

Ja foi identificado que a capacidade antimicrobiana das sementes de uva esté relacionada
aos polifendis e que eles sdo fonte rica destes compostos. Os fendis representam o terceiro
constituinte mais abundante de uvas e vinhos apds carboidratos e dcidos de frutas. Do contetido
total de fendis presentes nas uvas, 60 a 70% estdo nas sementes e 5 a 8% do peso das sementes
€ constituido pelo conteddo fendlico. Os fendlicos mais abundantes isolados das sementes de
uva sdo os flavonoides, em especial as catequinas (catequina, epicatequina e procianidinas) e
seus polimeros (SHI ez al., 2003).

Uma série de trabalhos ja comprovaram efeitos antimicrobianos do ESU. Jayaprakasha,
Selvi e Sakariah (2003) testaram o extrato quanto a atividade antibacteriana pelo método da
placa fluida contra Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Verificou-se que as bactérias gram-negativas foram
completamente inibidas a 850-1000 ppm, enquanto as bactérias gram-positivas foram inibidas
na concentracdo de 1250-1500 ppm. Constataram que o acido gdlico foi o principio ativo do
ESU responsdvel pela inibi¢do das bactérias entéricas E. coli. Em outro estudo foi avaliado o
potencial bactericida do ESU em relacdo a E. coli O157:H77. Sobre esta bactéria, causadora da
sindrome hemolitico-urémica, uma doenca grave associada a diarreia sanguinolenta e até a
morte, constatou-se que o ESU foi eficaz na inibicao de sua motilidade (ZHU et al.,2015).

Na pesquisa de XU et al. (2007), o poder desinfetante do ESU foi testado para reduzir
as populacdes de trés cepas de Salmonella spp. e trés cepas de Listeria monocytogenes em
vegetais verdes inteiros (alface e pepino). Foi demonstrada inibicao significativa frente as
bactérias (p <0,05), além de prolongar o tempo de preservacdo do vegetal. A qualidade sensorial
foi igualmente avaliada e ndo houve diferenca significativa em relacdo as propriedades
organolépticas e visuais (XU et al., 2007).

Estudos de BISHA efr al. (2010) também testaram o potencial do ESU quando

dissolvidos em dgua e aplicados na desinfec¢ao de alimentos. O extrato de semente de uva foi
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utilizado na concentracdo de 1,25 mg/mL para tratar tomates. Os autores observaram que, apos
2 min de contato com a superficie dos tomates, houve remocao de 2 logs de L. monocytogenes,
quando comparados com seus respectivos controles (BISHA et al., 2010). Enquanto SHAN et
al. (2009) analisaram a inativacdo de L. monocytogenes, S. aureus e S. enterica em fatias de
carne de porco cruas e misturadas, submetidas ao ESU a 40 mg/mL, verificaram um decaimento
de 1,36, 0,96 e 1,75 logs apds 9 dias de tratamento (SHAN et al., 2009).

O estudo de Su e D’Souza (2011) relatou que o ESU foi eficaz na inativacao dos virus
calicivirus felino, MNV-1, MS2 e virus da hepatite A. O ESU na concentracdo de 2 mg/mL
apos 2 horas de incubacdo a 37 © C promoveu a remocao de calicivirus felino (4,61 logs), MNV-
1 (1,73 logs), MS2 (1,60 logs) e hepatite A (3,20 logs).

Os mecanismos antivirais do ESU ainda ndo foram completamente elucidados.
Palamara et al. (2005) sugerem que o resveratrol, um polifenol ndo flavondide encontrado nas
uvas, afeta vdrias vias de sinalizac@o intracelular do virus influenza envelopado. Joshi, Su e
D’souza (2015) verificaram que o extrato de semente foi capaz de apresentar um decaimento
de viabilidade significativo dos virus da hepatite A, calicivirus felino e norovirus murino, apos
24h de tratamento nas concentracdes entre 2 e 4 mg/mL. Os pesquisadores concluiram que o
ESU parece ser uma op¢do natural adequada para a redug¢do dos virus transmitidos por
alimentos (JOSHI; SU; D’SOUZA, 2015).

Na Tabela 4 estdo dispostos alguns resultados obtidos em trabalhos que se propuseram

a analisar tratamentos de inativagdo viral com solucdes de ESU.

Tabela 4 - Tratamentos de inativacio viral com solu¢des de ESU.

Concentracao

Virus ESU (mg/mL) Método Remociao Produto Fonte
FCV-F9 0,25-1,0 1-5min  2,20-3,05 Alface e pimenta Su; D’Souza (2013)
MNV-1 0,25-1,0 1 min 0,2-0,8 Alface e pimenta Su; D’Souza (2013)

HAV 0,25-1,0 1 min 0,7-1,3 Alface e pimenta Su; D’Souza (2013)
MNV-1 2 2h/ 37 °C 1,41 - Joshi; Su; D’Souza (2015)
FCV-F9 0,25 2h/37 °C 1,73 - Joshi;Su;D’Souza (2015)

HAV 2 2h/37 °C 2,18 - Joshi; Su; D’Souza (2015)
FCV-F9 0,25-1,0 2h/37°C  3,644,61 - Su; D’Souza (2011)
MNV-1 0,25-1,0 2h/37°C  0,82-1,73 - Su;D’Souza (2011)

MS2 0,25-1,0 2h/37°C 1,13-1,60 - Su; D’Souza (2011)



https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002015001057#bib3
https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002015001057#bib16
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HAV 0,25-1,0 2h/37°C 1,81-3,20 - Su; D’Souza (2011)

MNV-1 2 >2 Li;Baert;Uyttendaele (2013)

Agua de lavagem

Fonte: elaborado pela autora

Imagens de microscopia eletronica de varredura demonstraram diferencas na estrutura
das membranas celulares das bactérias expostas ao ESU. Quando comparadas com as bactérias
controle ndo tratadas, células controles permaneciam com a sua membrana celular intacta e
vidvel. Foi observado nas células bacterianas tratadas com ESU nas concentracdes de 1,8% e
3,6%, danos na membrana bacteriana, que podem ser o possivel alvo de atuacdo do ESU
(MOLVA; BAYSAL,2015).

Conforme estudos relatados no presente trabalho, os principais mecanismos de acao
envolvidos no processo de desinfeccdo dos microrganismos-alvo (virus e bactérias) sdo: a
interacao com as proteinas da membrana por meio de ligacdes de hidrogénio, o que pode causar
alteracOes na permeabilidade da membrana e resultar na morte das células. Os componentes
fendlicos também podem penetrar nas células bacterianas e coagular o conteido celular;
interferir na funcdo da membrana, como o sistema de transporte de elétrons; absorcdo de
nutrientes; sintese de proteinas e dcidos nucleicos; e atividade enzimatica. Particularmente,
alguns componentes individuais do ESU, como o 4cido gdlico, podem efetivamente
permeabilizar a membrana externa de Salmonella spp. provocando sua desintegracdo
(MOLVA; BAYSAL, 2015).

Diante desses resultados, o estudo supracitado concluiu que o ESU parece ter amplo
espectro de atividade, sendo tanto efetivo contra os patégenos bacterianos, quanto para os virus
de origem alimentar (JAYAPRAKASHA, SELVI, SAKARIAH, 2003; XU et al., 2007; ZHU
et al., 2015). Assim, foi demonstrado o seu potencial como uma promissora alternativa para
aumentar a seguranca, a vida util, e a melhoria da qualidade dos alimentos. Corrobora, ainda, a
seu favor o fato de a obtencdo do ESU ser ficil e barata em todo o mundo devido ao grande

cultivo mundial de uvas (SU; D’SOUZA, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERISTICAS E SOLUBILIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS DE SEMENTE
DE UVA E CHA VERDE

Os ESU (Micro Ingredients™), denominados comercialmente como Gravinol-S,
apresentam uma coloracdo marrom e, conforme as especificagdes do fabricante, sao
provenientes da semente da uva Vitis vinifera, trazendo em sua composicao valores acima de
95% de proantocianidinas. J4 os ECV utilizados (Bulk Supplements), segundo o fabricante,
conttm mais de 50% de polifendis, 35% de catequinas, sendo 15% de EGCG
(Epigalocatequina-3-galato). Ambos ESU e ECV sdo registrados na FDA (Food and Drug
Administration).

Os extratos foram solubilizados em 500 mL de dgua a 50° C e as concentra¢des de
extrato adotadas foram delineadas com base em experimento piloto estabelecido previamente a
este estudo. Para ECV as concentragdes usadas neste estudo foram de 2 e S mg/mL.e 3 e 5
mg/mL para o extrato de semente de uva (ESU). Apds a solubilizacdo total dos extratos, os
frascos foram estocados durante 15 horas a 4° C.

Os ensaios e a preparacdo das amostras foram realizados no Laboratério de
Microbiologia pertencente ao grupo de pesquisa em Recuperag¢do de Recursos em Sistemas de
Saneamento (RRESSA) do Departamento de Engenharia Sanitaria Ambiental e no Laboratorio
de Virologia Aplicada do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, ambos

localizados na Universidade Federal de Santa Catarina.

4.2 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimico avaliados em cada um dos seis jarros apds adi¢cao dos
extratos foram:

1 Temperatura amostral;

2 Variacao de pH;
3. Turbidez;
4

Cores aparente e verdadeira.

Em relacdo ao pH, a mensuracdo ocorreu em duas etapas: ao inicio e fim do
experimento, utilizando-se o aparelho Alfakit (modelo AT315). J4 a mensuracdo da turbidez e
cor ocorreu apenas ao final do experimento, no Laboratério Integrado de Meio Ambiente

(LIMA). A temperatura foi obtida em graus Celsius (°C); j4 para a turbidez, a unidade de medida



46

foi a unidade de turbidez (uT), obtida em turbidimetro (Hach modelo 2100N); as cores aparente
e verdadeira foram determinadas em andlise por espectrofotometro (Hach modelo DR 3900).
As cores verdadeiras e aparentes foram aferidas segundo o método 2120 C, descrito por AWWA
(AWWA, 2005), cuja faixa correspondente encontra-se entre 450 e 465 nm do espectro de luz
visivel, tendo como referéncias solucdes de Pt/Co (platina- cobalto). O ajuste do pH foi
estabelecido para 7,6, mediante adi¢cdo de NaOH (hidréxido de sédio) a 0,1N (LUCIDO, 2010).

As amostras para a andlise de cor verdadeira foram filtradas com filtro para seringa a 0,22 pm.

4.3 BIOINDICADORES MICROBIOLOGICOS ENTERICOS

Os modelos microbioldgicos entéricos E. coli ATCC13706, S. enterica - Typhimurium
WG49 NCTC12484, bacteridfagos PhiX-174 e MS2 foram utilizados para elucidar a efici€ncia
da inativag@o nos tratamentos proposto no presente estudo. Todas as amostras microbioldgicas
empregadas nos ensaios pertenciam ao laboratério de microbiologia do grupo de pesquisa

RRESSA.

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DESINFECCAO

Os testes de avaliagdo dos compostos foram realizados usando 4gua destilada no

Agitador Jar Test (Ethik Technology, 218/6L.LDB), o qual contém 6 jarros de capacidade de 2

litros, com agitadores reguldveis. O gradiente de agitacdo utilizado foi 90 s'1. Os extratos
naturais foram avaliados isoladamente quanto a sua atividade biocida, iniciando os ensaios
com o ECV e, posteriormente, com o ESU. Nos jarros 1 a 4 foram adicionados 500 mL de dgua
destilada e 500 mL da solu¢do do extrato e, a cada um dos tltimos jarros (5 e 6), foi adicionado
1 litro de 4gua destilada, conforme figura 3 tendo em vista que estes nao seriam acrescidos da
solucdo previamente preparada, por serem os controles. Nos jarros 1 e 2 as concentra¢des
testadas foram de 2 mg/mL para o experimento com ECV, 3 mg/mL para o ESU e 5 mg/mL

para os jarros 3 e 4, em todos os ensaios (Figura 3).
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Figura 1: Representaco esquemdtica dos ensaios Jar fest utilizados na execugdo deste trabalho
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Legenda: dest: Agua destilada. Fonte: Elaborado pela autora

Para determinar a cinética de inativagdo dos patdgenos entéricos ao longo do

experimento foram inoculadas amostras com S. enterica—Typhimurium (5.0x10"UFC mL™), E.

coli (3,5x10* UFC mL™"), bacteriéfagos PhiX-174 (7,8x10" UFP mL™") e os bacteriéfagos MS2

F-especifico (6,2x10” UFP mL") em cada jarro (Figura 3). Foram coletados 1 mL de amostra

proveniente dos tratamentos e controles nos seguintes tempos de contato: 0, 10, 20, 40, 60 ¢

120 min para a enumeragdo das bactérias; para a enumera¢do dos bacteriéfagos, os tempos

foram: 0, 15, 30, 60, 120 e 180 min. Segundo FONG e LIPP (2005) os virus sd@o normalmente

apontados como mais estdveis no ambiente e mais resistentes {rente as bactérias. Por essa razdo,

entendeu- se que o tempo de contato com os bacteriéfagos deveria ser mais prolongado. Os

experimentos foram realizados em duplicatas, os resultados obtidos foram contabilizados por

meio da média aritmética através da contagem de unidades formadoras de colénia UFC/mL em

cada placa. Durante os ensaios, a temperatura da 4gua se manteve entre 20 a 25 °C e as variagodes

do pH foram monitoradas em cada jarro antes e depois dos ensaios.
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4.5 QUANTIFICACAO DEE. coli e S. enterica

Para avaliar S. enterica e E. coli, aliquotas de 1 mL das amostras provenientes dos
tratamentos e controles de cada jarro ao longo do experimento foram coletadas nos diferentes
tempos de contato e acrescidas de 9 mL de solu¢do com NaCl tamponado e diluidas em série
até o esgotamento. A quantificacdo S. enterica, foi de acordo com a ISO 6579 (2002), em que,
no minimo, duas dilui¢cdes com aliquotas de 100uL das amostras previamente diluidas foram
semeadas em Agar XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) e incubadas por 24 horas a temperatura
de 37°C. Colodnias tipicas foram contabilizadas e os resultados expressos em unidades
formadoras de coldnias (UFC) por mL. J4 a E. coli foi enumerada segundo a ISO 4832 (2006),
de modo que aliquotas de 100uL com, no minimo, duas diluicdes das amostras previamente
diluidas foram inoculadas em placas de Petri com 4gar MacConkey. Entdo, as Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) por mL foram contabilizadas apds 24 horas de incubacio a

temperatura de 37°C.

4.6 QUANTIFICACAO PHIX-174 E MS2

As andlises dos bacteri6fagos seguiram a ISO 10705-2: 2000 (2001), pelo método de
agar duplo (Adams, 1959) com o cultivo de bactérias hospedeiras a 37°C por 3-5 horas para
enumeracao dos fagos. A bactéria utilizada para a propagacgdo dos bacteriéfagos PhiX-174 foi
a E. coli (ATCC13706), de acordo com a ISO (ISO10705-2: 2000 (2001)). A enumeragdo dos
bacteri6fagos MS2, foi de acordo com a ISO 10705-1:1995 utilizando Salmonella typhimurium
WG49 NCTC12484 para propagacdo. As placas contendo as amostras avaliadas foram
contabilizadas apds 12 horas de incubagdo a 37°C. Os resultados foram expressos em Unidades

Formadoras de Placa (UFP) por mL.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar a inativacdo dos bioindicadores microbiolégicos entéricos testados nos
diferentes tempos de contato, foi utilizado o software Statistica 12. Os testes aplicados foram o
One-Way de variancia (ANOVA) e, posteriormente, para analisar mais detalhadamente as
diferengas entre os tratamentos, foi usado o Bonferroni como teste post hoc. Os valores de
p=<0.05 foram considerados significativos. O Te também foi usado para estimar o tempo para
reducdo 1 Logio (90%) dos bioindicadores microbioldgicos entéricos (SINTON; HALL;
BRAITHWAITE, 2007), calculado por regressao linear utilizando o Microsoft Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DO EXTRATO DE CHA VERDE E EXTRATO
DE SEMENTE DE UVA

Os parametros fisico-quimicos avaliados apds a adi¢do dos extratos frente as diferentes
concentracdes dos ECV e ESU foram: pH, turbidez, temperatura, cores aparente e verdadeira

(Figura 4; Quadro 1).

Figura 4: Jar-test apds a adi¢do do ECV e ESU diluidos em 1L de dgua destilada

Legenda: Imagem 4a Jar-test ap6s a adicdo do ECV. Nos jarros 1 e 2 concentragdes finais de 2 mg/mL
e de 5 mg/mL nos jarros 3 e 4. Imagem 4b Jar-test ap6s a adicdo do ESU concentracdes finais de 3 mg/mL nos
jarros 1 e 2 e 5 mg/mL nos jarros 3 e 4, os jarros 5 e 6 foram reservados para o controle em ambos 0s ensaios.
Imagem fotografica: Carlon, 2018.

Conforme o Quadro 1, verifica-se que nao houve varia¢cdes na temperatura para os
dois tratamentos (ECV e ESU). O pH inicial e final para ambos os extratos apresentaram
carater 4cido frente as diferentes concentracdes, permanecendo abaixo de 5,0. Quanto a
turbidez, € possivel observar no Quadro 1, que a maior concentragdo de 5 mg/mL (jarros 3
e 4) apresentou valores elevados de turbidez para os dois compostos testados, quando
comparados com o tratamento na concentracao 2 mg/mL em 3 mg/mL de extrato (Jarros 1
e 2 das Figuras 4-a e 4-b). Dadas estas caracteristicas fisico-quimicos de pH e turbidez

observadas, o direcionamento da dgua tratada com ESU ou ECV para consumo humano

ndo € apropriado, pois ndo obedece as ‘“Diretrizes para qualidade da agua potavel”
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estabelecidas pela OMS (2011) no que se refere a cor, turbidez e pH. Segundo esta mesma
diretriz (OMS, 2011), a d4gua que, mesmo potdvel, ndo se apresentar incolor, inodora e
insipida pode ser reconhecida como insegura pelos consumidores e, consequentemente,
rejeitada. Entretanto, seu emprego na agricultura pode ser testado em estudos futuros no
intuito de se avaliar a 4gua com ESU ou ECV como candidatas na substitui¢do ao cloro em
sistemas de irrigagdo agricola.

Em se tratar da solubilidade do extrato, neste estudo, os resultados indicam a
presenca de particulas em suspensdo resultantes da aplicacdo dos extratos na dgua
destilada. Nas solu¢des com presenca de extrato havia formacado de precipitado no fundo
dos jarros, o que exigia agitacdo constante pelo equipamento jar test para evitd-los. Vale
destacar que foi observado que o ESU demonstrou ser menos solivel em dgua destilada,
diferentemente do ECV. Essa diferenca na solubiliza¢do dos compostos pode ser o motivo
para o ESU apresentar valores superiores de turbidez quando comparado ao ECV,
atingindo valores préximos de 1300 uT, para a concentracdo 5 mg/mL. J4 para a
mensuragao de turbidez para a concentracdo 5 mg/mL com ECV, a média foi de 803 uT
(Quadro 1).

O Quadro 1 também exibe os resultados obtidos de turbidez para o tratamento
controle (jarros 5 e 6). Nestes, a dgua destilada foi artificialmente contaminada com 1%
(10 ml) dos bioindicadores escolhidos nos ensaios de desinfec¢io associados ao meio de
cultura utilizado para propagé-los. A média geral foi de 8,29 uT. O aumento da turbidez
nos controles (Quadro 1) pode se dever a presengca dos patdgenos e o meio de cultura
inoculado nos jarros.

Conforme ilustrado na Figura 4-a, apds adicao do ECV a 4gua destilada exibiu uma
coloragdo esverdeada, sendo mais intensa nas concentragdes de 5 mg/ mL (jarros 3 e 4).
Em relacdo ao ESU (Figura 4-b), foi observado que a homogeneizacao do composto na
dgua gera uma coloracao roxa escura, também mais intensa nas concentragdes de 5 mg/mL
(jarros 3 e 4). Essa percepcao da cor permaneceu durante os 120 minutos em todas as
concentragdes aplicadas nos ensaios. No Quadro 1, verifica-se que as concentragdes 5
mg/mL para o ECV, os valores médios de absorbancia medidos para a cor aparente
(amostra nao filtrada), assim como os resultados obtidos para a cor aparente do ESU (3 e
5 mg/mL), ficaram acima do limite de deteccao da técnica. Desse modo, nao foi possivel
medir os valores de absorbancia no espectrofotdmetro nas concentracdes empregadas.

A cor aparente dos controles demonstra que essas amostras sofreram elevacdo em

razdo da presenca de microrganismos e do meio de cultura empregado. Entretanto, mais
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estudos precisam inferir se essas caracteristicas sao mantidas apds um periodo superior ao
observado e também avaliar a estabilidade desses compostos em dgua de reuso, potavel e

efluente.



Quadro 1- Parametros fisico-quimicos do ECV e do ESU no experimento

52

pH Turbidez (uT) CAeCV (uH) Temperatura (°C)
Jarros
Inicial Final CA Cv
1 3,53 4,27 186 3504 2239 23
2 3,45 4,28 221 3897 2095 22
3 3,15 3,69 815 + 3986 22
ECV 4 3,16 3,77 782 4488 2067 22
5 6,05 6,22 8,23 399 16 22
6 6,01 6,2 8,28 405 18 22
1 4,18 4,69 779 + 2805 20
2 4,16 4,74 731 + 2698 20
ESU 3 4,13 4,48 1200 + 4323 20
4 42 4,49 1246 + 4466 20
5 6,05 6,03 8,38 544 16 20
6 6,03 6,03 8,2 573 18 20

Legenda: uT: unidade e turbidez; CA: cor aparente; CV: cor verdadeira; (+): acima do limite de detec¢do da técnica.
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5.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO EXTRATO DE CHA
VERDE

5.2.1 Concentracoes médias de E. coli e S. enterica por todo o periodo avaliado com ECV

As concentragdes médias das bactérias E. coli e S. enterica, dadas em logio, ao longo do

tratamento com o ECV para cada jarro, estdo descritas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 — Concentragdes médias de E. coli (em logio) para cada jarro com o tratamento proposto com o
ECV ao longo do experimento

Tempo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 (gif;/(;;L Jarro 5 ( (J:?):::_(ge
(min) (2mg/mL) (2mg/mL) (Smg/mL) ) (Controle) )

0 7,07 7,07 7,07 7,07 7,07 7,07
10 7,05 7,18 7,15 6,77 6,57 7,04
20 7,18 7,02 6,90 7,12 7,22 6,98
40 6,71 6,47 6,64 6,72 7,05 6,98
60 6,70 6,52 6,35 6,15 6,83 6,88
120 6,23 6,38 5,91 5,79 6,44 6,46

Tabela 6 - Concentragdes médias de S. enterica (em logio) para cada jarro com tratamento proposto com
o ECV ao longo do experimento

Ten.lpo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 (gifgr;:li Jarro 5 ( (J:?);I::_Oﬁe
(min) (2mg/mL) (2mg/mL) (Smg/mL) ) (Controle) )

0 7,22 7,22 7,22 7,22 7,22 7,22
10 6,52 7,00 6,90 6,49 7,44 6,63
20 6,38 6,47 6,41 6,50 NA NA

40 6,56 6,63 6,47 6,23 6,76 6,48
60 NA NA 6,14 6,23 6,43 6,19
120 6,25 6,33 5,93 6,01 6,44 6,28

Legenda: NA (Ndo Avaliado)

Cabe ressaltar em relacdo a Tabela 6, que no tempo de 60 minutos para a concentragao
2 mg/mL (jarros 1 e 2) e 20 minutos para os jarros 5 e 6 (jarros sem tratamento), os resultados
se mostraram acentuadamente discrepantes das demais amostras analisadas. Esse fato ocorreu
em virtude da baixa diluicdo das amostras no momento de emplaca-las, afetando, assim, a
acurdcia dos resultados. Para reduzir essa distorcdo, optou-se por desconsiderar os seus dados
para anélise estatistica e classifica-los como “nao avaliados” (NA).

Nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentadas as concentragdes médias em logiodas bactérias E. coli
e S. enterica, nessa ordem, a partir das concentracoes médias de cada jarro para as duas
concentragdes testadas do ECV (2 e 5 mg/mL) e as remoc¢Oes por tempos de coleta, bem como
a remocao final do experimento.

Os valores médios das remocdes por tempos de coleta, representadas entre parénteses,
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foram obtidos por meio da diferenca (em logio) ao longo do experimento em cada tempo de
contato avaliado. Para a obtencdo da remocdo final foi realizada a diferenca da concentracao

média inicial (TO) e final (T120) das bactérias entéricas.

Tabela 7 — Concentracdes médias a partir das duplicas (em logio) de E. coli no tratamento proposto com
0 ECV e as remocdes em logio ao final do experimento

Tempo (min) 2 mg/mL 5 mg/mL Controle
0 7,07 7,07 7,07
10 7,11 (-0,04) 6,96 (0,11) 6,8 (0,27)
20 7,10 (0,01) 7,01 (-0,05) 7,1 (-0,30)
40 6,59 (0,51) 6,68 (0,33) 7,01 (0,09)
60 6,61 (-0,02) 6,25 (0,43) 6,85 (0,16)
120 6,31 (0,30) 5,86 (0,39) 6,45 (0,40)
Remocio Final 0,76 1,21* 0,62

Tabela 8 — Concentra¢des médias a partir das duplicas (em logio) de S. enterica no tratamento proposto
com o ECV e as remog¢des em logio ao final do experimento

Tempo (min) 2 mg/mL S mg/mL Controle

0 7,22 - 7,22 - 7,22 -
10 6,76 (0,46) 6,69 (0,53) 7,03 (0,19)
20 6,42 (0,34) 6,45 (0,24) NA -
40 6,59 (-0,17) 6,35 (0,10) 6,62 -
60 NA - 6,18 (0,17) 6,31 0,31)
120 6,29 - 5,97 (0,21) 6,36 (-0,05)

Remocao Final 0,93 1,25% 0,86

Legenda: Sao apresentados os valores das remog¢des parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e
remocdes finais obtidos mediante a diferenga (em log,o) da concentragdo inicial e final de S. enterica.
NA (Nio Avaliado). Diferenca significativa (p< 0,05%).

A partir dos resultados das remocdes das bactérias E. coli e S. enterica, frente ao tratamento
com o extrato natural de cha verde modelou-se a cinética de inativagdo desses patdgenos

entéricos.

5.2.2 Cinética de inativacao de E. coli e S. enterica com ECV

As concentragdes médias das bactérias E. coli e S. enterica ao longo do experimento
com o ECV, foram plotadas no software Statistica 12 e ilustradas nas Figuras 5a-5b.

Nas concentracoes de 2 mg/mL, o ECV atingiu 0,76 log10 de remocgao de E. coli (Figura
5-a), sendo constatado no teste One-Way de variancia (ANOVA) que ndo houve diferenca
significativa do seu respectivo controle sem o extrato (p>0,05). J4 o tratamento frente a

concentracdo de 5 mg/mL, o teste One-Way de variancia (ANOVA) demonstrou redugao
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significativa quando comparado ao controle, apresentando um decaimento de 1,21 log10 ao
final dos 120 minutos de exposi¢do (p=0,01), conforme representado na Figura 5-a e Tabela 7.

O teste Bonferroni como teste post hoc demonstrou que o decaimento da E. coli na
concentragdo 5 mg/mL de ECV foi significativamente maior (p=0,03) em relacdo a de 2 mg/
mL ao final dos 120 minutos.

Quanto ao decaimento da S. enterica (Figura 5-b e Tabela 8), ao longo dos 120 minutos,
frente a concentragdo de 5 mg/mL de ECV, observou-se uma reducio de 1,25 logio, que de
acordo com o teste One-Way de varidncia (ANOVA), demonstrou ser diferente (p=0,04)
quando comparado com o seu respectivo controle. O tratamento na concentragdo 2 mg/mL
alcangou 0,93 logio de remogdo ap6s 120 minutos de exposi¢do, ndo apresentando diferenca

significativa quando confrontado ao seu controle (p>0,05).

Figura 5: Cinética de remocSes médias de E. coli e S. enterica no experimento com ECV apés 120
minutos

a) E. coli b) S. enterica
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Percebe-se pela andlise gréfica do decaimento das bactérias testadas que a concentracio
de 5 mg/mL do extrato de chd verde, de fato se mostrou mais eficaz em seu propésito de
inativagdo. Ja na concentragdo de 2 mg/mL de ECV, as linhas de tendéncia se aproximaram da
orientagdo do controle sem extratos.

Com base nos resultados obtidos, foi estimado o tempo necessdrio para redugdo de
1logio(Teo0) das bactérias entéricas E. coli e S. enterica ao longo do experimento com ECV nas
concentragdes de 2 e 5 mg/mL. O T foi calculado e ajustado por regressdo linear, a partir das
curvas de inativagdo das bactérias testadas. O Teo, 0 coeficiente de determinag¢do (1) € o

coeficiente de inativacdo (-k) estdo sumarizados no Quadro 2.
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Quadro 2: Resultados de “-k”, “Ty” e “r*” das bactérias E. coli e S. entérica ao longo do experimento

com ECV.
-k Too r?
) 2 mg/mL -0,007,1 2,3h 0,85
E. coli
5 mg/mL - 0,0108 1,5h 0,94
Controle —0,0046 3,6h 0,769
. 2 mg/mL 0,0054 3,1h 0,52
S. enterica
5 mg/mL 0,0085 1,9h 0,72
Controle -0,0076 2.2h 0,7782

Os valores de To para E. coli ao longo do tratamento proposto com ECV nas
concentra¢oes de 2 e 5 mg/mL foram respectivamente: 2,3 horas (r*= 0,85) e 1,5 horas (r* =
0,95). O tempo para a redugéo de 1Logio(Te) para S. enterica foi maior, sendo 3,1 horas (1> =
0,52) no tratamento com 2 mg/mL e com 5 mg/mL de ECV atingiu 1,9 horas (1> = 0,72).
Percebe-se, portanto, que a solu¢do de ECV em concentracdo de Smg/mL reduziu de forma
dréstica e rdpida a concentracdo de E. coli em relacdo ao seu respectivo controle, uma vez que
na concentracdo de Smg/mL foram removidas 90% das bactérias apds 1,5 hora. Ja para remog¢ao
do mesmo percentual de bactérias seriam necessdrias 3,6 horas utilizando-se a respectiva
solugd@o controle. Segundo a Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos, a EPA (do
inglés Environmental Protection Agency), um tratamento eficiente deve ser capaz de remover
ou inativar 99,99% (4 logs) dos virus entéricos e 3 logs de bactérias presentes na dgua de
consumo (USEPA, 2011).

Em se tratar da E. coli, apenas 6 horas de tratamento seriam necessdrias para uma
remo¢ao de 4 logs, enquanto o controle exigiria mais que o dobro de tempo: 14,6 horas. Por
outro lado, o ECV ndo demonstrou influéncia sobre a S. enterica. Neste caso, embora o aumento
na concentragdo de ECV de 2 para 5 mg/mL representou uma redugdo de, respectivamente, 3,1
horas para 1,9 hora necessarias para remocdo de 90% de S. enterica, seu respectivo grupo
controle exigiria apenas 2,2 horas para remocao do mesmo percentual desta bactéria. O achado
demonstra, portanto, a ineficiéncia do ECV na remocao da bactéria Salmonella. Vale salientar
que dada a caréncia de ECV para fins de pesquisa cientifica, com alto nivel de pureza, a
aquisi¢dao do ECV ocorreu via importagdo como produto comercial (suplemento alimentar), o
que pode ter impedido resultados mais expressivos. Neste caso, uma vez que o ECV é composto
por Camellia sinensis, futuros estudos utilizando-se o extrato desta espécie vegetal podem ser

realizados no estabelecimento de avaliagdes comparativas aos achados deste estudo.
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Em um estudo conduzido por Farooqui et al. (2015), foi demonstrado que a associa¢ao
de Camellia sinensis e Juglans regia promove um efeito sinérgico frente a resisténcia bacteriana
a multridrogas. Portanto, futuros estudos necessitam ser conduzidos no intuito de se avaliar se
os achados aqui apresentados com a utilizagcdo de ECV contendo exclusivamente a planta
Camellia sinensis seriam mantidos em ocorréncia de associa¢io a outras plantas. Baseando-se
nos achados de Farooqui et al. (2015), se efeitos sinérgicos no contexto do presente estudo
permitirem maior capacidade de remocdo bacteriana e também corresponderem as exigéncias
das “Diretrizes para qualidade da agua potavel” estabelecidas pela OMS (1997), estas solugdes
tornariam-se candidatas para tratamento de dguas residudrias.

Portanto, os resultados obtidos no teste para estimar o tempo necessario para reducao de
90% (T90) dos patdgenos avaliados mostraram-se também mais eficientes nos tratamentos frente
a concentracdo de 5 mg/mL de ECV, corroborando com os resultados obtidos no teste de
cinética para avaliar a inativagdo das bactérias ao longo do tempo. Pode-se prever um tempo

menor (1,5 horas; E. coli e 1,9 horas; S. enterica) para a reducdo de 1Logio(Quadro 2).

5.2.3 Concentracoes médias de MS2 e Phix-174 por todo o periodo avaliado com ECV

Nas Tabelas 9 e 10, respectivamente, estdo apresentadas as concentracdes médias em
logiodos bacteriofagos MS2 e PhiX-174, ao longo do tratamento com o ECV para cada jarro,

frente as concentracoes de 2 mg/mL (jarros 1 e 2) e 5 mg/mL (jarros 3 € 4).

Tabela 9 — Concentra¢des médias de MS2 (em logio) para cada jarro com o tratamento proposto com o
ECV ao longo do experimento

Jarro 4 Jarro 5 Jarro 6

Tempo arro 1 arro 2 arro 3

(milll)) (2Jm o/mL) (2Jm il (SJm il (Smg)/mL (Con)trole (Con)trole
0 6,07 6,07 6,07 6,07 6,07 6,07
15 5,52 6,00 5,90 5,83 5,78 6,01
30 6,12 6,21 6,15 6,23 5,81 5,99
60 5,18 6,18 6,22 6,01 6,76 6,31
120 6,34 5,18 6,14 6,23 6,46 6,30

180 6,25 6,33 5,93 6,01 6,44 6,38
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Tabela 10 - Concentracdes médias de PhiX-174 (em logio) para cada jarro com o tratamento proposto
com o ECV ao longo do experimento

Tempo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 (gﬁfgr;:ni Jarro 5 ( gj?);l::-(fle
(min) (2mg/mL) (2mg/mL) (Smg/mL) ) (Controle) )

0 6.71 6.71 6.71 6.71 6.71 6.71

15 6.17 5.77 5.98 6.13 6.27 6.59
30 6.07 6.20 6.93 6.28 6.50 6.47
60 6.28 6.40 6.31 6.35 6.76 6.75
120 6.01 6.61 6.53 6.42 5.48 6.95
180 6.68 6.54 6.32 6.29 6.15 6.28

Nas Tabelas 11 e 12 s@o apresentadas as concentragdes médias de MS2 e PhiX-174, a partir
das concentra¢des médias de cada jarro para as duas concentragdes empregadas. Os valores das
remogOes parciais (por tempo de coleta) e remogdes finais obtidos mediante a diferenca (em

logio) da concentragdo inicial e final das bactérias entéricas sdo apresentados.

Tabela 11 - Concentra¢des médias a partir das duplicas (em logio) de MS2 no tratamento proposto com
0 ECV e as remocdes em log;o ao final do experimento.

Tempo (min) 2 mg/mL 5 mg/mL Controle
0 6,07 6,07 6,07
15 5,76 (0,31) 5,86 (0,21) 5,89 (0,18)
30 6,16 (-0,40) 6,19 (-0,33) 5,9 (-0,01)
60 5,68 (0,48) 6,11 (0,08) 6,07 (-0,17)
120 5,76 (-0,08) 6,18 (-0,07) 6,38 (-0,31)
180 6,29 (-0,53) 5,97 (0,21) 6,31 (0,07)
Remocio Final 0 0,10 0

Legenda: Sao apresentados os valores das remogdes parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e
remogdes finais obtidos mediante a diferenga (em log10) da concentragdo inicial e final de MS2.

Tabela 12 — Concentragcdes médias a partir das duplicas (em logio) de PhiX -174 no tratamento proposto
com o ECV e as remog¢des em logio ao final do experimento.

Tempo (min) 2 mg/mL 5 mg/mL Controle
0 6,71 6,71 6,71
15 5,97 0,74) 6,05 (0,66) 6,43 (0,28)
30 6,13 (-0,16) 6,60 (-0.55) 6,48 (-0,05)
60 6,34 (-0,21) 6,33 (0,27) 6,75 (-0,27)
120 6,31 (0,03) 6,47 (-0,14) 6,21 (0,54)
180 6,61 (-0,30) 6,30 (0,17) 6,21 0)
Remocao Final 0,10 0,40 0,49

Legenda: Sao apresentados os valores das remogdes parciais (entre parénteses: por tempo de coleta)
e remogdes finais obtidos mediante a diferenca (em log,o) da concentragio inicial e final de PhiX -174.

A partir dos resultados de remocdo dos bacteriofagos MS2 e PhiX-174, quando



59

expostos ao tratamento com o extrato natural de cha verde, modelou-se a cinética de inativagdo

desses patégenos entéricos.

5.2.4 Cinética de inativacio de MS2 e Phix-174 com ECV

Os resultados obtidos para os bacteriéfagos MS2 e PhiX-174 frente ao ECV nas
concentragdes testadas de 2 e 5 mg/mL, em pH préximo de 4,0 (Quadro 1 e Figuras 6a-6b),
foram aplicados ao teste One-Way de varidncia (ANOVA) e demonstrou semelhanca em todos
os tratamentos propostos (p>0,05). Portanto, os modelos virais testados se comportaram
igualmente ao controle, ndo apresentando tendéncia de inativacio ao longo dos 180 minutos de

exposi¢ao.

Figura 6: Cinética de remog¢des médias de MS2 e PhiX-174 no experimento com ECV ap6s 180 minutos.
a) MS2 b) PhiX-174

Tempo (mn) Tempo (eren)

Em andlise das Figuras 6a-6b, € possivel notar uma estabilidade na viabilidade dos
indicadores virais até o final do tempo de exposi¢do. Dessa forma, percebe-se maior resisténcia
dos bacteriéfagos a inativagdo ao tratamento com o ECV nas duas concentrag¢des testadas (2 €

5 mg/mL).

5.3 DISCUSSAO DO EXTRATO DE CHA VERDE

Em relagdo a baixa atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas na concentragdo
de 2 mg/mL de ECV sendo significativamente menor que o tratamento de 5 mg/L, os resultados
vdo ao encontro do estudo de Reygaert e Jusufi (2013), que obtiveram uma inativagdo de 99%
das cepas de E. coli com menos de 4,0 mg/mL de ECV. Destes, 94% das cepas foram inibidas

com menos de 3,5 mg/mL, 76% com menos de 3,0 mg/mL e 40% com menos de 2,5 mg/mL.
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Estes resultados indicam que a quantidade de ECV empregada tem relacdo direta com o
aumento da sua capacidade antimicrobiana. Cho et al. (2007) relataram que o tempo de contato
com matrizes contendo ECV, influencia diretamente a eficiéncia do tratamento com ECV.

Testes realizados com E. coli demonstraram redugdo significativa em fun¢do do tempo
em todos os tratamentos avaliados, sendo possivel observar que a taxa de inativagdo de E.
coli foi proporcional as concentragdes de extrato empregadas quando expostas a diferentes
tempos de contato. Cho et al. (2007) compararam a efici€éncia na inativagdo de E. coli quando
expostas a diferentes concentragdes do ECV em fung¢do do tempo. Quando expostas por 30
horas ao ECV a 5 mg/mL, foi observada auséncia de E. coli ao longo do tempo. Para 18
horas de tratamento com o ECV a 10 mg/ mL, também foi demonstrada auséncia destas
bactérias nas amostras avaliadas. Assim, foi constatado um perfil de  sobrevivéncia
semelhante das bactérias E. coli quando testada nas duas concentracdes propostas apos
exposicdo em diferentes tempos de contato (Cho et al., 2007).

Araghizadeh, Kohanteb e Fani (2013) constataram que 100% das bactérias S. mutans
foram sensiveis ao extrato de chd verde nas concentracdes 6,25, 12,5, 25,0 e 50,0 mg/mL, A.
actinomycetemcomitans, P. Intermediae e P. gingivalis foram sensiveis a 12,5, 25 e 50 mg/mL
deste extrato. A concentracdo inibitéria minima de ECV para S. mutans foi de 3,28 mg/mL,
para A. actinomycetemcomitans foi de 6,25 mg/mL, para ambas P. gingivalis e P. intermedia
foi de 12,5 mg/mL. Araghizadeh ez al. (2013), em testes realizados utilizando o mesmo tempo
de contato, observaram que o ECV ndo foi capaz de inativar as bactérias avaliadas quando
expostas a concentragdo de 1,56 mg/mL de ECV.

Nesse sentido, estudos demostraram que a concentragdo do ECV parece ter forte
influéncia na sobrevivéncia dos patogenos entéricos, aliado ao tempo de contato com o
composto. Assim, sugere-se que as amostras sejam tratadas utilizando concentra¢des superiores
a 5 mg/mL de ECV combinadas com tempos de exposicao mais prolongados. Dessa maneira,
seriam obtidas novas respostas sobre o aumento da acdo biocida do ECV frente aos patogenos
entéricos analisados.

Em relacdo a composicdo do ECV, Andia Cardenas, De Vargas e Barrenechea Martel
(2000) testaram a atividade antibacteriana dos polifendis existentes no cha verde frente a cepa
de E. coli KI2. Foi constatado que, embora houvesse uma diminui¢cdo decimal das amostras
tratadas com epicatequina (EC) e epicatequina-3-galato (ECG), houve reducdo significativa
durante 24 h de exposicdo. Neste mesmo estudo, apdés 48 horas de tratamento com EC e ECG,
houve recrescimento das comunidades microbianas. Os pesquisadores concluiram que as

catequinas EC e ECG, nas concentracdes testadas, ndo foram eficientes no que se referiu a
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inativacao das bactérias <llog, pois para assegurar que um composto apresenta uma possivel
acdo biocida, o composto deverd promover uma redu¢do >1log. Contudo, quando exposto ao
epigalocatequina-3-galato (EGCG) foi observada rdpida remocdo (>1log) em 48 h de incubagdo
(ANDIA CARDENAS; DE VARGAS; BARRENECHEA MARTEL, 2000).

Vilela (2015) observou que testes com ECV constituidos com mais de 60% de
epigalocatequina-3-galato (EGCG) na sua composicdo, apresentaram sua atividade bactericida
aumentada. Também foi observada redugdo significativa de S. mutans, S. sobrinus e L. casei,
in vitro e in vivo devido aos tratamentos que continham em sua formulacdo elevadas
concentracdes de EGCG.

Os resultados obtidos frente a inativacdo das bactérias entéricas testadas em ambas
as concentragdes com ECV, podem estar relacionados com o pH acido encontrado ao longo
do experimento. Essa hipdtese é reportada em estudos que observaram a reducdo da
capacidade antioxidante de compostos fendlicos em meios dcidos (KUNAMOTO et al.,
2001; GLISZCZYNSKA-SWIGLO; MUZOLF, 2007; GOSH; CHAKRABORTY, 2015).
A razdo para a influéncia do pH acido na acdo antioxidante de compostos naturais pode
estar ligada a sua desestabilizacdo de oxidacao e alteracao estrutural (HUANG et al., 1996;
GOSH; CHAKRABORTY, 2015).

Em relacdo a auséncia de remocao significativa observada nos experimentos com ECV
dos bacteridfagos, o trabalho de Magri et al. (2015) testou a inativag@o de adenovirus, reovirus
e bacteriéfagos (MS2, 17X174, 28B) em lodo fecal. Os autores concluiram que, de forma geral,
estes bacteriéfagos sdo mais persistentes a inativacdo baseada em temperatura, mas que a
inativacao do bacteriéfago foi mais rdpida em temperaturas mais altas e muito lenta a 10°C. Por
sua vez, o decaimento dos virus entéricos ocorreu mais rapidamente que os bacteriéfagos,
sugerindo os bacteridfagos, dentre eles o0 MS2, como microrganismos indicadores substitutos
mais persistentes que os virus entéricos.

Em um estudo que analisou a atividade antiviral do extrato de chd verde, verificou-se
que o ECV recém-preparado foi muito eficaz na inativacdo do norovirus murino (MNV) e
hepatite A (HAV) em pH neutro e alcalino, mas foi ineficaz em pH acido (5,5). Adicionalmente,
o armazenamento das solu¢des durante 24h a vdarias condi¢des de pH aumentou
significativamente a sua atividade antiviral. A hipdtese para o maior decaimento viral em
funcdo de um tempo de contato prolongado foi ligada a formacio de derivados de catequina
durante o armazenamento (FALCO et al., 2018). Os resultados podem ter apresentado algumas
das possiveis causas para a ineficicia do ECV na desinfec¢do dos bacteriéfagos testados no

presente estudo. Primeiramente, os bacteriéfagos sdo microrganismos mais resistentes a
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inativacdo que os proprios virus entéricos, alguns fatores como temperatura, pH e tempo de
contato também devem ser ponderados no processo de inativa¢do. Magri et al. (2015) constatou
que o aumento de temperatura acelera o processo de desinfec¢do do MS2. O ECV nio foi eficaz
contra virus entéricos em pH 4cido e o tempo de contato prolongado aumenta a capacidade
antiviral do extrato (FALCO et al., 2018).

Assim, como na atual pesquisa a solucdo com extratos permaneceu dcida, com
temperatura média de 20° C e tempo maximo de 3 horas de exposi¢do com o ECV, futuros
trabalhos com maior tempo de contato e maiores concentracdes devem ser processados no

sentido de alterar a metodologia dos experimentos para avaliar o impacto na inativagao viral.

54 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO EXTRATO DE
SEMENTE DE UVA

5.4.1 Concentracoes médias de E. coli e S. enterica por todo o periodo avaliado com ESU

As Tabelas 13 e 14 mostraram estdo descritos para E. coli e S. enterica, respectivamente,
os resultados das concentracdes médias em logiode E. coli e S. enterica para cada jarro ao longo
do tratamento com o ESU. Salienta-se que no experimento com o extrato de semente de uva, a

menor concentracao de extrato utilizada foi de 3 mg/mL.

Tabela 13 - Concentragdes médias de E. coli (em logio) para cada jarro com o tratamento proposto com
o ESU ao longo do experimento

Tempo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 (gr{:gr/(:n“L Jarro 5 ( éi::;(ge
(min) (3mg/mL) (3mg/mL) (Smg/mL) ) (Controle) )

0 6,72 6,72 6,72 6,72 6,72 6,72
10 6,63 6,36 6,77 6,66 6,41 6,16
20 6,81 6,67 6,87 6,58 6,42 6,48
40 6,81 6,82 6,94 6,82 7,04 6,95
60 6,54 6,58 6,48 6,48 6,97 6,94
120 6,58 6,52 6,58 6,41 6,88 6,74

Tabela 14 — Concentragdes médias de S. enterica (em logjo) para cada jarro com o tratamento proposto
com o ESU ao longo do experimento

Tempo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 Jarro 4 Jarro 5 Jarro 6
(min) (Bmg/mL) (Gmg/mL) (Smg/mL) (Smg/mL) (Controle) (Controle)
0 6,28 6,28 6,28 6,28 6,28 6,28
10 5,70 5,60 5,59 5,50 NA 5,11
20 6,19 6,12 6,33 6,62 6,36 6,47
40 6,57 6,67 6,72 6,65 6,55 6,56
60 6,37 6,57 6,22 6,39 6,51 6,50

120 6,11 6,17 6,17 6,21 6,43 6,44
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As Tabelas 15 e 16 apresentam as concentragdes médias das bactérias E. coli e S.
enterica, nessa ordem, a partir das duas concentragdes testadas do ESU (3 e 5 mg/mL) e as
remogdes por tempos de coleta, bem como a remogao final do experimento.

Os valores médios das remocdes por tempos de coleta, representadas entre parénteses,
foram obtidos por meio da diferenca (em logio) ao longo do experimento em cada tempo de
contato avaliado. Para a obtencdo da remocdo final foi realizada a diferenca da concentracao
média inicial (TO) e final (T120) das bactérias entéricas.

Tabela 15 - Concentracdes médias a partir das duplicas (em logio) de E. coli no tratamento proposto com
0 ESU e as remog¢des em logo ao final do experimento

Tempo (min) 3mg/mL Smg/mL Controle
0 6,72 6,72 6,72
10 6,49 (0,23) 6,75 (-0,03) 6,28 (0,44)
20 6,74 (-0,25) 6,72 (0,03) 6,45 (-0,17)
40 6,81 (-0,07) 6,88 (-0,16) 6,99 (-0,54)
60 6,56 (0,25) 6,48 (0,40) 6,95 (0,04)
120 6,55 (0,01) 6,51 (-0,03) 6,82 (0,13)
Remocio Final 0,17 0,21 0

Legenda: Sao apresentados os valores das remogdes parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e
remogdes finais obtidos mediante a diferenca (em logio) da concentragdo inicial e final de E. coli.

Tabela 16 - Concentracdes médias a partir das duplicas (em logio) de S. enterica no tratamento proposto
com o ESU e as remogdes logio ao final do experimento.

Tempo (min) 3mg/mL Smg/mL Controle
0 6,28 6,28 6,28
10 5,65 (0,63) 5,54 0,74) 511 (1,17)
20 6,15 (-0,50) 6,47 (-0,93) 6,45 (-1,34)
40 6,62 (-0,47) 6,68 (-0,21) 6,55 (-0,10)
60 6,47 (0,15) 6,30 (0,38) 6,50 (0,05)
120 6,14 (0,33) 6,19 (0,11) 6,44 (0,06)
Remocio Final 0,14 0,09 0

Legenda: Sio apresentados os valores das remoc¢des parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e remogdes
finais obtidos mediante a diferenca (em logio) da concentracio inicial e final de S. enterica.

A partir dos resultados de remocao das bactérias E. coli e S. enterica, quando expostas
ao tratamento com o extrato natural de semente de uva, modelou-se a cinética de inativagdo

desses patdgenos entéricos.

5.4.2 Cinética de inativacao de E. coli e S. enterica com ESU

O teste One-Way de variancia (ANOVA) constatou que as concentracdes médias das

bactérias E. coli, em dgua destilada por até 120 minutos de tratamento com ESU, nas
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concentragdes de 3 e 5 mg/mL, ndo apresentou alteragdo (p>0,05) ao longo do experimento
(Tabela 15; Figura 7-a). O comportamento das bactérias S. enterica foi semelhante ao das
bactérias E. coli (p=0,05) quando submetidas as mesmas concentracdes e tempos de
exposicdo, como representado na Tabela 15 e ilustrado na Figura 7-b.

Figura 7: Cinética de remoc¢Ses médias de E. coli e S. enterica no experimento com ESU apés 120
minutos
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Sugere-se que os resultados aqui demonstrados com o ESU foram ineficientes na
inativag@o dos patdgenos avaliados quando submetidos aos tratamentos propostos no presente
trabalho. Porém, observou-se nos controles amostrais, um possivel recrescimento das bactérias
E. coli e S. enterica ao longo do experimento, conforme ilustrado nas Figuras 7-a € 7-b. Esse
novo crescimento microbiano nio foi observado nas amostras com a presenga do ESU.
Indicando que provavelmente o ESU propiciou um efeito bacteriostitico contra os patégenos

bacterianos avaliados.
5.4.3 Concentracoes médias de MS2 e PhiX-174 por todo o periodo avaliado com ESU

Nas Tabelas 17 e 18 estdo descritos os resultados das concentragdes médias, em logio.
dos bacteriéfagos MS2 e PhiX-174, ao longo do tratamento com o ESU para cada jarro, frente

as concentracdes de 3 mg/mL (jarros 1 e 2) e 5 mg/mL (jarros 4 e 5), respectivamente.
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Tabela 17 — Concentragdes médias de MS2 (em log,,) para cada jarro com o tratamento proposto com o
ESU ao longo do experimento

Tempo Jarro 1 Jarro 2 Jarro 3 Jarro 4 Jarro 5 Jarro 6
(min) (Bmg/mL) (Bmg/mL) (Smg/mlL) (Smg/mL) (Controle) (Controle)

0 8,30 8.30 8,30 8,30 8,30 8,30

15 8,25 8,33 NA NA 8,30 8,40

30 8,52 8,10 8,38 8,25 8,45 8,15

60 8,35 8,20 8,18 NA 8,18 8,22
120 8,17 8,11 8,28 8,28 NA NA
180 8,47 8,30 7,93 NA NA NA

Legenda: NA (Nzo Avaliado)

Tabela 18 — Concentra¢des médias de PhiX-174 (em logio) para cada jarro com o tratamento proposto com o ESU
ao longo do experimento

Ty (o) Jarro 1 Jarro2 Jarro 3 Jarro 4 Jarro 5 Jarro 6
(Bmg/mL) (3mg/mL) (Smg/mL) (Smg/mL) (Controle) (Controle)

0 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
15 6.41 6.48 6.88 6.06 6.80 6.48
30 5.60 5.70 6.19 5.80 6.30 7.46
60 5.18 5.27 6.88 6.39 7.01 7,07
120 6.73 6.66 6.71 6.83 7.41 7.48
180 6.76 6.30 6.55 6.15 6.41 NA

Legenda: NA (Nao Avaliado)

Tabelas 19 e 20 apresentam as concentracdes médias dos bacteriéfagos MS2 e PhiX-
174, a partir das concentracdes médias de cada jarro para as duas concentragdes empregadas.
Além disso, sdo demonstrados os valores das remog¢des parciais (por tempo de coleta) e
remocgdes finais obtidos mediante a diferenca (em logio) da concentracdo inicial e final dos
bacteri6fagos.

Tabela 19 - Concentracdes médias a partir das duplicas (em logio) de MS2 no tratamento proposto com
o ESU e as remogdes ao final do experimento.

Tempo (min) 3mg/mL Smg/mL Controle
0 8,30 8,30 8,30
15 8,29 (0,01) - 8,35 (-0,05)
30 8,31 (-0,02) 8,31 (-0,01)' 8,30 (-0,05)
60 8,27 (0,03) 8,18 (0,13) 8,20 (0,10)
120 8,14 0,13) 8,28 (0,00) -
180 8,39 (-0,24) 7,93 (0,35) -
Remocio Final 0 0,37 0

Legenda: Sdo apresentados os valores das remocdes parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e
remogdes finais obtidos mediante a diferenca (em logio) da concentragdo inicial e final de MS2
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Tabela 20 - Concentra¢gdes médias a partir das duplicas (em logio) de PhiX-174 no tratamento proposto
com o ESU e as remocdes ao final do experimento.

Tempo (min) 3mg/mL Smg/mL Controle
0 7,00 7,00 7,00
15 6,45 (0,56) 6,47 (0,53) 6,64 (0,36)
30 5,85 (0,60) 6,00 (0,48) 6,88 (-0,24)
60 5,93 (-0,08) 6,64 (-0,64) 7,01 (-0,13)
120 6,70 -0,77 6,77 (-0,14) 7,25 (-0,24)
180 6,53 (0,17) 6,35 0,42) 6,41 (1,04)
Remocio Final 047 0,65 0,59

Legenda: Sdo apresentados os valores das remocdes parciais (entre parénteses: por tempo de coleta) e
remogoes finais obtidos mediante a diferenca (em logio) da concentracfo inicial e final de MS2

A partir dos resultados de remocdo dos bacteriofagos MS2 e PhiX-174, quando
submetidos com o extrato natural de semente de uva, modelou-se a cinética de inativagdo desses

patégenos entéricos.

5.4.4 Cinética de inativacdo de MS2 e PhiX-174 com ESU

A inativa¢do de MS2 e PhiX-174 no experimento com ESU em dgua destilada ao longo
dos 180 minutos de tratamento, foi analisada por meio do teste de varidncia One-Way
(ANOVA), onde ndo demonstrou alteragdo (p>0,05) nos parametros analisados, em ambas as

concentragdes testadas de 3 e 5 mg/mL.

Figura 2: Cinética de remocGes médias de MS2 e PhiX-174 no experimento com ESU ap6s 180 minutos.
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Conclui-se que o tratamento proposto com extrato de semente de uva foi igualmente
ineficaz no que tange a inativagdo dos indicadores virais avaliados (MS2 e PhiX-174), assim
como ja havia sido constado no ensaio com as bactérias entéricas. Portanto, ndo houve tendéncia

de inativagdo ao longo do tempo de exposi¢do ao ESU nas concentragdes empregadas de (3 e 5
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mg/mL).

5.5 DISCUSSAO DO EXTRATO DE SEMENTE DE UVA

Na pesquisa de Zhu et al. (2015), os dados indicaram que o efeito inibitério do ESU
sobre o crescimento de E. coli O157:H7 foi dependente da concentracdo utilizada de extrato,
bem como da concentragdo inicial dos patégenos entéricos inoculados no tratamento. Em
relacdo a in6culos em concentragdes elevadas de E. coli O157:H7 (1x10 " UFC/mL) nio foi
observado efeito bactericida contra E. coli O157:H7. No entanto, na concentracdo média inicial
de 5x10° UFC/mL de E. coli O157:H7 em matrizes contendo ESU a 4 mg/mL, por até 1 hora
de tratamento, foi observado um decaimento mais répido e significativo. Os autores sugeriram
que a resisténcia a inativacao das bactérias em concentragdes elevadas pode ser proveniente do
mecanismo de guorum sensing, que estao envolvidos na comunicacao entre as bactérias e que
essa interacdo depende da densidade populacional das bactérias (ZHU et al., 2015). Essa
capacidade de comunicagdo apresenta grande importancia na sobrevivéncia das bactérias e na
ecologia microbiana (SOLA et al.,2012).

Estudos de Zhu et al. (2015) observaram que inoculando menor concentracdo de
microrganismos bacterianos em matrizes contendo concentragdes menores de ESU (0,125 a 1,0
mg/mL) houve favorecimento do crescimento das bactérias. Isto possivelmente ocorreu em
razdo dos nutrientes adicionais e/ou das fontes de carbono por estimulo do ESU em baixas
concentragcdes. Porém, com o aumento das concentracdes de ESU, este efeito estimulatorio
pode ser superado pela atividade antimicrobiana causando inibi¢do do crescimento (ZHU et al.
2015).

O trabalho de Garcia (2018) observou uma inativagao de 2,5 logs de adenovirus em
meio aquoso apOs 2 horas de tratamento com ESU (em concentragdo de 0,01%). O resultado
superior ao obtido na presente pesquisa pode ter ocorrido, dentre outros fatores, pelo método
empregado na diluicdo do extrato de semente de uva. Garcia (2018) adotou como solvente o
DMSO (Dimetilsulféxido) em razdo da sua alta eficiéncia em solubilizar o ESU sem formacao
de precipitado ao longo do tratamento. No presente estudo o ESU foi dissolvido em agua
destilada, sendo observada a formacdo de precipitado do ESU ao longo do experimento. A
diferenca na escolha do solvente para solubilizacdo dos extratos pode ter influenciado na
inativagdo viral e bacteriana.

Su e D’Souza (2011) constataram que a redugao do titulo depende do tipo de virus, da
concentracao dos microrganismos, concentra¢do do ESU e da temperatura. A incubacao de altos

titulos virais (~ 7 logs UFP/mL), a 37°C, com 0,25, 0,5 e 1,0 mg/mL de ESU, durante 120
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minutos, reduziu titulos de MS2 em 1,13, 1,43 e 1,60 logs UFP/mL. Com baixos titulos (~ 5
logs UFP/mL), o decaimento de MS2, nas mesmas condic¢des, foi de 1,35, 1,52 e 1,85 logs
UFP/mL. Ou seja, em concentracdo inicial de MS2 menor, os indices de inativagdo foram
superiores em todas as concentracdes de extrato. Esses resultados sdo convergentes ao da
presente pesquisa, ao passo que os titulos iniciais superiores a 8 logs para MS2 podem ter
correlagdo com o baixo potencial de inativacdo identificado. Nota-se que, no caso do ensaio
com PhiX-174 com titulos iniciais de 7 logs, o decaimento foi maior em todas as concentragdes
de extrato. A utilizacdo de virus mais resistente (bacteriéfagos MS2 e PhiX-174) pode ter
relacdo com a menor taxa de inativagdo detectada, visto que, em geral, sd0 microrganismos
indicadores mais persistentes que os virus entéricos (MAGRI et al., 2015).

Segundo de Su e D’Souza (2011), a redugdo da temperatura ao padrdo ambiente também
refletiu no menor decaimento do MS2 quando exposto ao ESU, pois em alta concentracdo
inicial dos bacteri6fagos, o decaimento foi reduzido para 1,03, 1,09 e 1,66 logs UFP/mL e com
baixo titulo inicial de MS2 houve inativacdo de 1,03, 1,16 e 1,16 logs UFP/mL. E possivel
inferir também que a temperatura ambiente, o fator “concentracgdo inicial do bacteriéfago” nao
foi tdo significativo a ponto de os logs de redugdo se encontrarem proximos em ambas as
andlises e em alto titulo, com 1,0 mg/mL de ESU apresentar melhor reducao.

Os trabalhos de Li ef al. (2012) e Su e D’Souza (2011) evidenciaram um indicativo que
altas cargas organicas podem interferir no tratamento microbicida com o ESU. No primeiro
estudo, o ESU na presenca de albumina de soro bovino (0,3 g/L) teve agdo antiviral reduzida
contra 0 MNV-1; no segundo, o ESU, quando preparado em 2% de leite, teve sua eficdcia
significativamente diminuida.

O trabalho de Garcia (2018) observou que a matéria organica nao causou efeitos sobre
a atividade do ESU por um periodo de até 120 min. Verificou-se que frente a peptona a 0,02%,
o ESU néao apresentou atividade oxidativa, o que nao resultou em perda do teor de fendlicos
totais (TFT) por todo o periodo avaliado. Mensurou-se também a capacidade antioxidante do
extrato quando utilizada a peptona em pH 6,8 e 2,5. O resultado apontou que ndo houve
decaimento significativo da capacidade antioxidante, mas apresentou diminui¢do da atividade
em pH acido. A perda de atividade do ESU em pH 4cido corrobora com os resultados da
presente pesquisa a medida que ndo se obteve decaimento significativo em nenhum dos
patogenos testados com ESU, uma vez que as solugdes com o extrato resultaram em pH acido
(~4.,5).

Isto nos leva a pensar o pH como ponto de andlise para futuras investigagdes no que tange

a utilizacdo do ESU como agente biocida contra virus entéricos, testando o ESU em diferentes
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variacdes de pH, especificamente em dguas sujas uma vez que foi demonstrado por Morrow et
al. (2005) a ocorréncia de patologias renais caninas associadas com a ingestdo de uvas ou
passas. Resultados obtidos no trabalho de Garcia (2018), acerca da estabilidade do ESU na
presenca de matéria organica (baixa e alta cargas) e sua baixa toxicidade, permitem recomenda-

lo para o tratamento de diferentes 4guas naturais.
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6 SUMARIO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

X/
L X4

K/

Houve alteracdes nos parametros fisico-quimicos avaliados para ambos os
compostos (ECV e ESU), tais como os valores elevados de turbidez, cores aparente

e verdadeira, além de pH acido frente as diferentes concentracdes testadas;

O ECYV foi mais eficiente que o ESU na inativacao das bactérias E. coli e S. enterica,

na concentragdo de Smg/mL;

O ECV apresentou reducao significativa de 1,21 logioda bactéria E. coli (p=0,01) e de
1,25 logioda S. enterica (p=0,04), ao final dos 120 minutos de exposi¢do ao ECV na

concentracdo de 5 mg/mL;
O ESU demonstrou ser menos solivel em dgua destilada, diferentemente do ECV;

N3ao houve reducdo significativa em nenhum dos tratamentos propostos com o ESU,

nas concentracdes de 3 mg/mL e 5 mg/mL ao longo do experimento;

O ESU nas concentracOes empregadas demonstrou ao longo do experimento, um
possivel efeito bacteriostatico, uma vez que o tratamento controle exibiu um aumento
nas concentragdes das bactérias E. coli e S. enterica ao final do ensaio, o que nao foi

observado nos tratamentos com a presenga do extrato;

Os bacteridfagos MS2 e PhiX-174 se mostraram mais resistentes a inativagdo quando
expostos ao tratamento com ESU e ECV, nao apresentando redugdo significativa em

nenhum dos tratamentos propostos (p>0,05).
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7 CONCLUSAO GERAL
O presente estudo permitiu concluir que:

e Dada a baixa remog¢do dos patégenos entéricos, a melhor aplicagdo do ECV e do ESU
seria em dguas residudrias e destina¢do ao solo como, por exemplo, na agricultura, na
irrigacdo e no cultivo de vegetais, como estratégia alternativa ao cloro, evitando a
formacdo de trihalometanos;

e Embora os extratos ndo obtiveram os resultados esperados, os achados aqui
demonstrados permitiram um levantamento dos seus efeitos isoladamente, permitindo
melhor embasamento para estudos que visem a busca por efeitos sinérgicos, melhorando

os indices de desinfecgao.

8 CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

Durante este trabalho, apenas foi possivel testar em escala laboratorial a remog¢io das
bactérias entéricas E. coli ATCC13706, S. enterica - Typhimurium WG49 NCTC12484 e os
bacteri6fago PhiX-174 e MS2 em 4gua destilada com ECV e ESU para demostrar o potencial
biocida desses compostos, assim como, as alteracdes fisico-quimicas das amostras apds adi¢ao
dos extratos.

Diante do potencial de inativacdo significativa das bactérias entéricas testadas na
concentracdo de 5 mg/mL de ECV e um possivel efeito bacteriostdtico no tratamento com ESU,
acredita-se que existem indicios necessdrios para a continuidade da proposta do presente estudo.
Ou seja, a condugdo de novos ensaios de inativacdo com ECV e ESU frente a outros patogenos
entéricos ou ainda com os mesmos bioindicadores utilizados nessa pesquisa, mas com variadas
concentracdes de extratos em outros meios como o dlcool e microrganismos, testando em
diferentes fontes de dgua como, por exemplo, dguas residudrias domésticas para aplicacao na
irrigacao ou reuso.

Uma alternativa que poderd contribuir para aumentar a eficiéncia da sanitizagdo desses
compostos na dgua € a associacdo deles (ECV e ESU) ou com outros compostos com potencial
de desinfeccao. Combinados esses esfor¢os, algumas possiveis vantagens dessa pratica serd a
diminui¢do na demanda por dgua potdvel, amenizando as complicacdes para o ambiente, saide
animal e humano em decorréncia da escassez de dgua.

Nesse contexto, estudos de associacdo de ESU com ECV necessitam ser realizados no

intuito de se compreender se um apresenta sobre o outro efeito antagdnico ou sinérgico. Além
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disso, em virtude da necessidade de utiliza¢do do cloro para eliminacao de bactérias resistentes

ao ESU ou ao ECV, € necessario que também seja avaliada a interacio destes com o cloro.
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