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RESUMO

Moringa oleifera é uma planta originaria do Sul da Asia e é conhecida popularmente como
Acacia-branca. Tal espécie é reconhecida por diversos povos como uma “arvore milagrosa”
devido as diversas propriedades medicinais e nutricionais presentes nas folhas, raizes,
sementes, cascas e flores. Uma de suas caracteristicas mais promissoras diz respeito a
purificacdo de &guas para consumo humano, devido a presenca de compostos coagulantes
naturais presentes principalmente dentro da semente da moringa. No entanto, pouco se sabe se
a casca da semente de moringa, parte membranosa “alada” que é descartada nos processamentos
e usos diversos dessa semente, possui capacidade para adsorcdo e/ou coagulacdo de agentes
bioldgicos, como bactérias e virus entéricos, bem como de matéria organica. Nesse sentido, o
presente estudo visou avaliar a capacidade de reducdo da turbidez de aguas residuérias da
suinocultura, bem como o processo de reducdo e/ou adsorcdo de bactérias entéricas
(representadas pela Escherichia coli.) e virus entéricos (representados pelos Circovirus porcino
—PCV-2, bem como usando Adenovirus Humano respiratério— HAdV-5 como controle interno
viral) mediado por sementes integras de M. oleifera assim como por somente membranas aladas
destas sementes. A concentracdo de 125 mg/L de semente apresentou reducao significativa na
turbidez do efluente, sendo, portanto, considerada a concentragdo mais promissora para testes
subsequentes usando apenas membranas aladas. Assim, usou-se 125 mg/L de sementes,
obtendo-se apenas as membranas aladas das sementes (rendendo 0,85 mg/L) para o tratamento
de efluentes da suinocultura. Em até 8h houve avalia¢do da reducdo de turbidez e patdgenos,
sendo que as membranas aladas foram capazes de reduzir 99,9% de PCV-2 nos efluentes e 1
log de E.coli no sobrenadante tratado apds periodo de repouso / precipitacdo das membranas
por 15 minutos. Assim, o uso de membranas aladas de M. oleifera seguido de processo de
sedimentacdo apresenta potencial como biomaterial a ser explorado na descontaminacdo de
aguas residudrias visando seu reciclo para fins de recuperacdo hidrica e de nutrientes.

Palavras-chave: Biocontrole; Recuperacgdo de recursos naturais; Aguas residudrias; Virus

entéricos; Bactérias entéricas.






ABSTRACT

Moringa oleifera is a plant originated from South Asia being popularly known as “Acécia-
branca” by brazilian population. This specie is known by different peoples as a “miracle tree”,
due the medicinal and nutritional properties of the leaves, roots, seeds, bark and flowers. One
of the most remarkable characteristics of this plant is the use of one’s extract as a water purifier,
due the presence of flocculant compounds in the interior of the seed. Compounds that are able
to reduce water turbidity and improvement of the overall water quality by bacteria retention.
Nonetheless, few is known about if the seed shell of the plant, the “winged” membrane which
is usually discarded in the processing of the seed, have also potential in de adsorption and/or
coagulation of biological contaminants, like bacteria and viruses, as well as overall organic
matter. In that sense, the present study aims to evaluate the reduction capacity of water turbidity
of wastewater and the potential reduction e adsorption of enteric bacteria (Escherichia coli.)
and enteric viruses (Porcine circovirus type — PCV-2, as well as using Human Respiratory
Adenovirus —HadV 2/5 as an internal control), mediated by Moringa oleifera whole seed shells
and isolated “winged membranes" of the seed. The 125 mg/L concentration achieved an
expressive reduction of the effluent turbidity, being chosen as the most promising concentration
and used in the next tests using only seed membranes. Therefore, it was used 125 mg/L to obtain
isolated seed membranes (archiving 0,85 mg/L) for the swine effluent treatment. There was
evaluation of the reduction of pathogens and turbidity till 8h, being the winged membranes able
to reduce 99,9% of PCV-2 in the effluents and 1 log of E.coli in the water-column treated after
the resting/precipitation of 15 minutes of the membranes. Therefore, the use of “winged”
membranes of M. oleifera followed by a precipitation process appears to have potential as a
biomaterial for further exploration in wastewater decontamination, aiming it’s recycling for
ends of recovery of water and nutrients.

Keywords: Biocontrol, Natural resources recovery, Wastewater, Enteric viruses, Enteric
bacteria.
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1. INTRODUCAO

Como grande parte dos paises em desenvolvimento, o Brasil ndo possui sistemas
eficientes de tratamento de 4gua para atender a maioria de sua populacéo, enfrentando falta de
agua limpa mesmo com o enorme volume hidrico do pais. Sendo que entre 2003 a 2016, o pais
teve aproximadamente 50% de seus municipios (2,783) declarados em estado de emergéncia
devido a secas prolongadas (ANA, 2017). Grande parte desse problema sendo devido a poluigéo
por dejetos domésticos, dejetos industriais e provenientes da agricultura, assim como por
sistemas de descontaminacdo inapropriados ou muitas vezes ausentes (FERREIRA et al.,
2019).

Um dos setores mais responsaveis pela contaminacdo de recursos hidricos no Brasil,
porém essencial para o desenvolvimento econémico do pais, trata-se do setor agropecudrio, a
qual utiliza cerca de 70% de toda a agua canalizada do pais (SEBRAE, 2014; HESPANHOL,
2002). Um sistema de reuso seguro proveniente dos setores agropecuarios, portanto, é altamente
pertinente dentro do conceito de economia circular, visto a possibilidade de reciclo hidrico e de
nutrientes para fins de lavacdo de instalagdes, fertilizagdo de solos e irrigacdo de plantas
(VIANCELLI et al., 2013; VELHO et al., 2012; BRASIL, 2016).

Dentre as atividades do setor agropecuario que mais requerem agua, assim como
produzem contaminantes na mesma, esta a suinocultura, sendo estimado que é necessario 6 m3
de &gua para produzir um kilo de carne suina (PALHARES et al., 2011). A criacdo de suinos,
além de necessitar um consumo elevado de agua para manutencdo desses animais e para crescer
seus alimentos, inviabiliza grandes quantidades de recursos hidricos pela producédo de excretas
possivelmente contaminadas desses sistemas, gerando um custo adicional para a recuperacao
destas aguas.

Na China, granjas de suinos em pequena escala produzem cerca de 216 a 773 toneladas
(Zhang et al., 2017) de dejetos anualmente, tais excretas possuem usualmente uma alta
concentracdo de bactérias e protozoarios entéricos, responsaveis por diversos surtos na industria
de alimentos e consumo local como: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Citrobacter
freundii, Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Cryptosporidium e Giardia (GUAN et al.,
2003; GIACOMAN-VALLEJOS et al., 2015). Ainda, ressalta-se que essas matrizes ambientais
podem apresentar virus entéricos, muito desses zoondticos, como por exemplo Circovirus
porcino (PCV-2), Adenovirus porcino (PAdV), Rotavirus A (RV-A), virus da hepatite E (HEV),



entre outros (FONGARO et al., 2015; SOUZA et al.,, 2020, VIANCELLI et al., 2012;
VLASOVA et al., 2017; MENG, 2013).

Nisso, a descontaminacao de efluentes suinicolas € necessario para haver a recuperacao
dos recursos hidricos a qual foram utilizados para a producdo e manutencdo destes animais e
que estdo agora inviabilizados até um tratamento prévio, visto que uma desinfeccdo impropria
pode ocasionar uma retro-contaminacao de toda a cadeia produtiva, assim como trabalhadores
e habitantes que entrem em contato com tal material, visto a presenca de patdgenos zoonoticos
(GARCIA et al., 2020; KLOUS et al., 2016; THAPALIYA et al., 2014). Vendo isso, sistemas
de tratamento adicionais e de baixo custo sdo altamente visados para recuperagdo de tais
recursos, sendo de especial importancia a paises em desenvolvimento, visto que muitos podem
possuir recursos limitados para um tratamento eficaz destes efluentes. Neste quesito, o0 uso de
bioprodutos € altamente visado devido ao seu baixo custo e eficacia na reducdo de
contaminantes, podendo utilizar até materiais a partir de biomassas as quais seriam comumente
descartadas ap0s seu processamento/refinamento (como, por exemplo, biocarvdo a partir de
bagaco de cana-de-acucar) (NOVOTNY et al., 2015; WEBER et al, 2008). Entre materiais
comumente descartados e que poderiam ser explorados (e assim obter um material adicional na
recuperacdo de aguas a partir do reciclo de biomassa), estdo as cascas de Moringa oleifera. Tal
planta é conhecida por seu uso no tratamento de aguas residuais devido a presenca de proteinas
floculantes no interior de sua semente, porém, pouco se sabe se suas cascas podem ser utilizadas
para uso similar, atuando como um possivel descontaminante de baixo custo em efluentes
suinicolas (DELELEGN et al. 2018; BAPTISTA et al.,, 2017; NOUHI et al., 2019;
NDABIGENGESERE et al., 1995).

1.1 TRATAMENTO DE DEJETOS DA SUINOCULTURA E EFLUENTES DE
BIODIGESTORES

O método mais comumente utilizado na regido Sul brasileira para tratar dejetos
provenientes da atividade da suinocultura, baseia-se na biodigestdo por meio de reatores
chamados de biodigestores anaerdbios do tipo lagoa coberta (KUNZ et al., 2009). O sistema de
tratamento consiste em lagoas de dejetos suinicolas nas quais as excretas dos animais (assim
como possiveis carcagas) sdo acumuladas em camaras hermeticamente fechadas e mantidas
estocadas por cerca de 45 dias e retencdo hidraulica (TRH) - (AMARAL et al., 2014).
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Os biodigestores anaerdbios (BA) do tipo Lagoa Coberta ou Canadense sdo os modelos
mais adotados por propriedades suinicolas da regido Sul brasileira, por seu menor custo de
implantacdo e manutencao, quando comparados a outros modelos de biodigestores anaerdbios
(OLIVEIRA, 2006). Tal tipo de BA sdo constituidos por um tanque de digestdo (em lona PVVC)
e por um gasOmetro (campanula), no qual o tanque armazena, e assim digere a biomassa,
enguanto o gasémetro € utilizado para armazenar o biogas produzido pela digestdo anaerébia
(OLIVEIRA, 2006), tal modelo de biorreator é representado na Figura 1.

Biogis

Dejeto Bruto
Entrada Digestato

‘._, (efluente e lodo)

I'emperatura Ambiente + 2°C

Figura 1: BA de Lagoa Coberta. A cdmara entre a entrada do dejeto bruto e a digestéo representa o
recipiente onde o dejeto é armazenado e digerido
Fonte: FONGARO (2016).

Tais reatores necessitam de um tempo relativamente extenso para realizar propriamente
a digestdo da matéria organica, podendo levar de 30 a 50 dias no caso das lagoas cobertas.
Sendo que o volume do biodigestor é projetado em funcéo do volume de dejetos produzidos
diariamente e do tempo de retencdo hidraulica utilizado (OLIVEIRA, 2006; KUNZ et al.,
2009).

Por se tratar de um mecanismo que utiliza fatores bioldgicos é necessario que as
condigdes de temperatura, pH e proporcdo nutricional estejam propriamente ajustados para
garantir a sobrevivéncia dos microrganismos anaerdbicos e para que uma digestao significativa
do material aconteca. As fases de degradacdo de materia organica, proporcionadas pelo
biorreator, podem ser definidas em diferentes etapas (ver Figura 2): a) Hidrélise: primeira fase
a qual consiste na hidrélise de materiais particulados e solutos simples; b) Acidogénese: 0s



produtos hidrélise sdo metabolizados pelas bactéria anaerdbicas em compostos organicos
simples como aldeidos, alcoois, cetonas, &cidos graxos volateis de cadeia curta, CO2 e Ho,
modificando a proporcdo das comunidades microbianas e influindo em um diferente tipo de
fermentacdo da comunidade original; c) Acetogénese: ocorre a transformacédo de produtos da
acidogénese em &cido acetico (precursor da formacdo do metano), também previne a
acumulacdo de acidos graxos volateis, com excecdo do &cido acético. Como os &cidos em
concentracdes elevadas inibem a etapa final da digestdo anaerdbia, tais acidos precisam ser
consumidos. Durante esse processo de conversdo do acido acético ha a liberacdo hidrogénio,
podendo ser visado economicamente. Durante a acetogénese, 0s &cidos graxos volateis assim
como os alcoois, também séo transformados em &cido acético pelas bactérias produtoras de
hidrogénio; d) Metanogénese: na etapa final do processo de biodigestdo anaerdbia, 0s
compostos produzidos na fase acidogénica sdo transformados em biogas por microrganismos
anaerobios estritos. Os substratos responsaveis pela formacdo do metano sdo o dioxido de
carbono, hidrogénio, acido acético, acido formico e etanol. As principais vias para a formacao
do metano sdo a descarboxilacdo do 4acido acético (microrganismos metanogénicas
acetotréficos) ou reducdo do didxido de carbono (microrganismos metanogénicos) (BELLI
FILHO, 1995).

Carboidratos, Gorduras, Proteinas Hidrélise

Aclicares e Acidos graxos
. Acidogénese
Acidos carbdnicos, Alcdois,

Hidrogénio, Dioxido de carbono,
Amaonia 5
Acetogenese

Hidrogénio, Acido acético, Gas
carbdnico
Biogas: genese
Metano
Diéxido de carbono

Figura 2: Etapas da digestdo anaerdbia em biorreatores de lagoa fechada
Fonte: Adaptado de FONGARO (2016).
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Tal técnica por biodigestores possui a vantagem de conseguir reduzir elevadas massas
de material organico, possuir baixo custo e necessidade de treinamento, baixa manutencéo e a
possibilidade de utilizar o biogas liberado pelo sistema como um potencial biocombustivel.
Além disso, o efluente final, formado por parte do sistema, possui alta quantidade de matéria
orgénica nitrogenada, podendo ser utilizado como um fertilizante em outros sistemas agricolas
(APPELS et al., 2008; JINGURA et al., 2009).

A producéo de biocombustiveis, gerados como subprodutos da digestdo anaerdbica de
dejetos suinos (geralmente sendo composto de metano, géas carbdnico e hidrogénio) é
classificada como um sistema de baixo impacto ambiental, sendo caracterizado como um
combustivel “verde” e amplamente utilizado em regides com alta produgéo de suinos e com
planejamento sistematico de seus dejetos (CHASNYK et al., 2015; PRETEL et al., 2013;
KHAN et al., 2016). Paises como a Alemanha, por exemplo, tém utilizado tal método de
tratamento e producdo de fontes energéticas por mais de 40 anos (AUER et al., 2016). Tais
caracteristicas tornam o sistema tradicional de digestdo anaerdbica um método de alto valor
competitivo.

Ainda, cabe ressaltar o reciclo de nutrientes e recursos hidricos a partir do efluente final
dos sistemas de biodigestdo anaerdbia, chamados de efluentes ou digestatos. Os dejetos
resultantes do tratamento por esses sistemas sdo almejados para sua utilizacdo na cadeia
produtiva de grdos como biofertilizantes, bem como para a fertirrigacdo. Ainda, o reuso hidrico
a partir desses efluentes é estudado para lavacdo de instalaces de producdo de suinos e para
irrigacdo direta de solos (VIANCELLI et al., 2013; VELHO et al., 2012). Porém, cabe ressaltar
que tais efluentes podem carrear contaminantes fecais, dentre eles patdgenos virais e
bacterianos, 0s quais podem afetar tanto a salde animal quanto humana, classificados como
patdgenos zoonaticos, sendo necessario tratamento prévio antes que tais efluentes entrem em
contato com recursos naturais ou adentrem novamente a granja (GARCIA et al., 2020; KLOUS
et al., 2016; THAPALIYA et al.,, 2014). Mesmo com devidas modificacdes e adi¢cdo de
tratamentos adicionais, como a utilizagdo seriada de diversos biodigestores para um mesmo
dejeto, o sistema de digestdo anaerobia ainda € insuficiente para uma remocdo completa de
microrganismos patogénicos, em especial virus entéricos, os quais além de mais estaveis do
gue organismos bacterianos também possuem um maior grau de infecciosidade (FONGARO et
al., 2014; SOUZA et al., 2020).



1.2 PATOGENOS ENTERICOS E MARCADORES DE CONTAMINACAO FECAL NA
SUINOCULTURA

1.2.1 Virus entéricos

Virus entéricos sdo espécies (ou estruturas) virais as quais Sdo primariamente
transmitidas por meio da via fecal-oral pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados,
podendo ser raramente transmitidos por via parental como € o caso do virus da hepatite E (HEV)
(SANCHEZ et al., 2016).

Como os virus sdo unidades que necessitam de um hospedeiro para seu
desenvolvimento, e mais importantemente, ndo possuem metabolismo proprio para manter sua
homeostase fora destes, tais estruturas se encontram vulneraveis quando expostas ao ambiente
externo, tendo sua estabilidade e sobrevivéncia influenciada por suas caracteristicas estruturais
e pelo grau e tipo de adversidade encontrada no meio externo (SANCHEZ et al., 2016). Tais
tipos de adversidades podem incluir: radiacdo ultravioleta, temperatura, disrupcdes fisicas
(como vibragbes e pressdo), proteases, lipases (no caso de virus envelopados), salinidade,
amonia, agentes virucidas produzidos artificialmente ou por organismos. Mesmo com a
desvantagem adaptativa de ndo possuir metabolismo proprio a fim de contornar adversidades
ambientais, os virus entéricos costumam ter uma maior estabilidade em comparacdo aos
patdgenos bacterianos, podendo permanecer estavel por grandes periodos de tempo em
ambientes a qual seriam inospitos para a maior parte dos patdgenos bacterianos (LOPMAN et
al., 2004; SCALLAN et al., 2011). Tornando esses agentes infecciosos mais prevalentes em
sistemas com baixo tratamento de residuos ou dguas (LOPMAN et al., 2004).

E importante realcar, visto que o ambiente ideal para um virus é no interior de seu
hospedeiro, que quanto maior for o tempo de estabilidade do virus em relacdo as forcas externas
maior é seu potencial de transmissdo. Pois 0 meio em que se encontra (seja esse um substrato
como solo ou meio liquido) permanece por mais tempo infeccioso pela presenca de particulas
virais ativas ou “virions” (RZESUTKA et al., 2004).

Outro fator que eleva a periculosidade dos virus entéricos em comparagdo com
microrganismos bacterianos é a relacdo da dose infecciosa necessaria para ocasionar um quadro
de infeccéo, sendo necessario somente de 1 a 5 particulas virais ativas para ocasionar um quadro

infeccioso (HUSMAN et al., 2013). Comparativamente, microrganismos como Campylobacter
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sp, patégeno frequente em contaminagdes bacterianas, necessitam em torno de 100 a 1000
unidades ativas para ocasionar uma infeccdo (ACHESON et al., 2001).

Considerando que um individuo pode eliminar cerca de 10° particulas por ml por meio
de secre¢cdes como vomito ou diarreia, e visto como tais particulas podem se manter estaveis
por grandes periodos mesmo em ambientes hostis, € facil reconhecer como uma contaminagéo
por estes patdgenos podem se alastrar com facilidade e potencialmente se estender por meses
apos o primeiro contagio (HUSMAN et al., 2013).

Akin et al. (1971) e Sattar et al. (1981), por exemplo, verificaram que a perda de
unidades infecciosas virais de poliovirus, coxsackieviruses e echovirus em diferentes tipos de
aguas (provenientes de rios poluidos e ndo poluidos, de lencoéis freaticos e de abastecimento
caseiro) € menos de 1 log por dia (sendo a maior reducdo em aguas de torneira com reducdes
diarias de 0.576 logs).

Virus possuem facilidade de propagacdo através da contaminacgdo de superficies, um
estudo por Bidawid et al. (2004) demonstrou que dedos contaminados por calicivirus felino
conseguiam transferir taxas de mais de 46% do total de unidades virais para a superficie de
laminas de presunto por meio de sua manipulagdo. Adenovirus humano do tipo 2 (HAdV-2)
manteve-se infeccioso por mais de 120 dias a 20 graus em &guas extraidas de aquiferos,
apresentando somente uma reducdo de 2.4 logs da concentracdo original apds esse periodo,
sendo que na temperatura de 4 graus ndo foi observado qualquer degradacao significativa de
seu material genético (OGORZALY et al., 2010). A diferenca da estabilidade de amostras de
rotavirus humano a diferentes temperaturas foram associadas por Raphael et al. (1985) a
atuacdo de microrganismos, a qual possuem uma taxa metabdlica mais acentuada em altas

temperaturas, e assim, produziam mais compostos reativos.

1.2.1.1 Virus da hepatite E

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o virus da hepatite E (HEV) é o maior
responsavel por quadros de hepatite entérica mundialmente (WHO, 2011). Tal virus é
identificado pela Organizacdo Mundial da Saide como sendo o responsavel por cerca de 3.3%
da mortalidade mundial relacionada a hepatites transmitidas por meio de estruturas virais. De
acordo o 6rgdo, tal patdgeno é responsavel por cerca de 20 milhGes de infec¢bes anualmente,
constituindo 3.3 milhdes de casos assintomaticos e 44.000 mortes somente em 2015 (WHO,

2011; REIN et al., 2012). HEV usualmente ocasiona o quadro clinico caracterizado como



hepatite aguda, porém em pacientes imunocomprometidos pode se elevar & um quadro crénico.
Em pacientes com prévias enfermidades hepéticas e gestantes, HEV foi observado provocando
insuficiéncia hepatica fulminante (JILANI et al., 2007).

Além de ser um dos mais importantes virus causadores de gastroenterites,
principalmente em paises em desenvolvimento, e o principal agente em hepatites causadas por
patdgenos virais, tal virus também precisa ser abordado como um contaminante tanto de
animais quanto humanos, visto que possui caracteristica zoonoética, podendo transitar de
animais para humanos e vice-versa (GARCIA et al., 2020).

Embora seja classificado como um virus zoonoético, algumas variantes sdo mais
prevalentes em animais do que outras, havendo fendtipos que s6 infectam especificamente uma
espécie enquanto outros conseguem ocasionar uma infec¢cdo e avanco da doenca em maultiplas
espécies. As variantes HEV-1 e HEV-2, por exemplo, sdo conhecidas por somente provocar
infeccdo em humanos. HEV-3 e HEV-4, as mais encontradas em suinos, possuem capacidade
zoondtica, sendo o fendtipo do tipo “3” a mais prevalente em infecgdes humanas propagadas

por contato prévio com o virus replicado em hospedeiros suinos (GARCIA et al., 2020).

1.2.1.2 Circovirus Porcino

Outro virus entérico importante no manejo de infec¢fes em sistemas de suinocultura é
o0 Porcino Virus 2 (PCV-2), que embora ndo se trate de um organismo zoondtico, esta entre 0s
patdgenos mais prevalentes e danosos em suinos. Seu quadro infeccioso ocasiona diversas
alteracdes no sistema imunologico e danifica o aparelho respiratorio, permitindo diversas
infeccdes secundarias a qual podem agravar o quadro (ROSE et al., 2012).

Tal virus pode ocasionar caracteristicas clinicas, podendo ser muitas vezes confundido
com um patdgeno bacteriano por profissionais inexperientes. Quadros como o complexo de
doengas respiratérios do suino (CDRS), podendo em certos casos ser causada por
microrganismos bacterianos, usualmente € caracterizado por proeminente perda de peso,
emaciagdo, dispneia, taquipneéia e ictericia (THACKER et al., 2001). Circovirose suina,
caracterizado como danos ao sistema imunoldgico dos animais, € outro sintoma comum em
animais infectados, podendo facilitar a infeccdo secundaria do individuo debilitado
(OPRIESSNIG et al., 2007). Sindrome dermatite e nefropatia suina (PDNS), caracterizado pelo
aparecimento de lesGes cutdneas como necrose e petéquias, febre, letargia e alteracdo da
estrutura renal, podendo o quadro ser fatal em casos graves (OPRIESSNIG et al., 2007).
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1.2.1.3 Rotavirus A

De acordo com um relatdrio realizado pela UNICEF cerca de 480.000 criangas menores
do que 5 anos de idade morrem anualmente decorrente de quadros de diarreia provocados pela
falta de agua limpa. Rotavirus, um dos géneros virais mais comuns em contaminagdes humanas
e animais em corpos d'agua, esta relacionado a cerca de 29,3% de todas as fatalidades entéricas
de menores de 5 anos, sendo um dos patdégenos mais visados na descontaminacgdo de recursos
ambientais (LANATA et al., 2013). Mais notével € a capacidade de tal patdgeno provocar uma
infeccdo pelo nimero de particulas virais ativas por ml, identificados pelo método de unidades
formadoras de colénias (PFU), sendo necessario somente 1 PFU/ml ingerido para provocar um
quadro infeccioso (GRAHAM et al., 1987).

Além de ser um dos patdégenos mais prevalentes na salde humana, tal virus também é
classificado como um dos principais causadores de gastroenterites dentro da pecuaria, assim
como também é referido como a espécie de maior importancia dentre os rotavirus (MI'Y ABE et
al., 2020). Em animais, infec¢fes por RV-A sdo encontradas principalmente em bezerros e
leitbes. Afetando leitdes em torno de uma a trés semanas de idade e causando quadros diarreicos
nestes animais (MARTHALER et al., 2014; MARTELLA et al., 2010)

Visto que o RV-A foi observado permanecendo ativo por mais de 200 dias em condi¢bes
anaerobicas, assim como em cameras de dejetos de suino por diversos meses, perdendo uma
carga viral de somente um log apds 6 meses (SIDHU et al., 2015; PESARO et al. 1995) é
possivel concluir que recursos contaminados por Rotavirus permanecem infecciosos por tempo
indeterminado até uma prépria descontaminagdo. Assim como demais virus entéricos, tais
patdgenos possuem uma alta sobrevida em diferentes condicdes ambientais, sendo visado

métodos adicionais para a reducéo de particulas virais (SIDHU et al., 2015).

1.2.2 Bactérias Entéricas

1.2.2.1 Escherichia coli

A maior parte das cepas de Escherichia coli sdo ndo patogénicas, sendo encontradas

comumente no intestino de animais e humanos como bactérias da microbiota natural,

apresentando efeitos benéficos como a regulagdo da concentragdo de vitaminas K e B12 no



organismo (BLOUNT et al., 2015). Porém, certas variedades patogénicas causam grandes
danos no organismo nos animais infectados, como € o caso das E.coli enterohemorragicas,
podendo se alastrar em toda uma cadeia produtiva a partir de um material contaminado, sendo
a andlise de sua presenca altamente visada em sistemas agropecuarios (CROXEN et al., 2013;
STROMBERG et al., 2018).

Visto a periculosidade das espécies patogénicas e levando em consideragdo que tal
bactéria € um dos microrganismos mais estudados, E.coli é utilizada comumente como um
marcador de contaminacao por patdgenos entéricos, sendo sua presenca em aguas e sélidos um
indicativo de contaminag&o por excretas (WEN et al., 2020; CROXEN et al., 2013). Além disso
E.coli é presente em altas concentra¢fes nos intestinos de animais de sangue quente (incluindo
humanos), devido a sua resisténcia no ambiente e abundancia em dejetos é possivel indicar que
caso haja a presenca de coliformes fecais na agua, porém ndo E.coli, a contaminacgdo
provavelmente ndo é devido a presenca de fezes (BRANDT et al., 2017). Sua reducéo, portanto,
¢ um indicador essencial para a validacdo de possiveis novos tratamentos para a
descontaminacdo de efluentes (como nesse caso os efluentes suinicolas), sendo necessaria para

haver a reutilizacdo de tais efluentes.

1.2.2.2 Salmonella spp.

Além de E.coli, Salmonella spp. trata-se de um patdgeno prevalente em alimentos e
recursos hidricos, assim como na contaminacéo de granjas suinicolas, sendo uma das principais
bactérias responsaveis por danos na saude dos suinos (assim como humanos) (SWARTZ et al.,
2002; KIMet al., 2017). Suinos infectados por Salmonella spp. podem permanecer
assintomaticos por varios meses, estes, porém, continuam a liberar o patdgeno em suas fezes,
podendo contaminar toda a cadeia de producdo (SCHERER et al., 2008; PIRES et al., 2012).
Assim como em infecgdes por RV-A, infecgdes por S. enterica sao mais prevalentes em suinos
jovens, como leitbes e porcos a qual recém entraram na fase de engorda (MEURENS et al.,
2008; MARTHALER et al., 2014; MARTELLA et al., 2010).

Por se tratar de um organismo altamente resistente e frequentemente presente em
sistemas pecudrios, sua reducdo € usualmente mais almejada do que a busca de sua eliminagéo
completa do sistema (DOYLE et al., 2012). Sendo a pesquisa por novos mecanismos de

descontaminagdo sempre pertinente para tais patdgenos de dificil controle.
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1.3 METODOS ALTERNATIVOS E DESCENTRALIZADOS PARA TRATAMENTO DE
RECURSOS HIDRICOS BASEADO EM Moringa oleifera

Moringa oleifera, conhecida popularmente também como Acacia-branca, se refere a
uma arvore nativa do Sul da Asia (FAO, 2019) a qual tem havido uma crescente demanda para
seu consumo assim como utilizacdo de suas propriedades para fins de satde em geral, sendo
reconhecida tanto por suas qualidades nutritivas assim como suas alegadas propriedades no
tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes, cancer, etc (ANVISA, 2019). Em paises
como India, Etidpia, Filipinas, Suddo a M. oleifera é utilizada como um importante suplemento
nutricional, sendo consumido suas sementes, folhas, casca, raizes e flores (FAO, 2019). Por
suas qualidades medicinais e alimenticias, tal planta ¢ referida como a “arvore milagrosa” por
diversas tribos africanas (MATIC et al. 2018).

Uma importante aplicacdo da M. oleifera se da com a aplicacdo do macerado das
sementes na desinfeccdo de reservatdrios de agua, bem como na reducdo da turbidez da mesma,
diminuindo o nimero de particulas sélidas que servem de substrato para patdgenos se
desenvolverem e se protegerem (DELELEGN et al. 2018; BAPTISTA et al., 2017). Tal
utilizacdo ja era observada por comunidades mais carentes do Sudao, assim como em areas da
Indonésia, Nordeste da Africa e América do Sul, que empregavam a semente macerada como
alternativa a aplicacdo de sulfato de aluminio em locais de baixa renda (SUTHERLAND JP,
FOLKARD G, GRANT WD, 1990).

A floculacdo de particulas orgénicas visando a reducdo da turbidez das aguas € uma das
técnicas mais tradicionais utilizadas pelo mundo e por grande parte da histéria humana (AL-
SAHARI et al., 2020). Tal método tem como objetivo reduzir o nimero total de substratos
suspensos, a qual por sua vez podem estar abrigando uma larga quantidade de microrganismos
aderentes (MATILAINEN et al., 2005). Nesse sentido a agregacdo de particulas suspensas
continua a ser um método viavel no controle de patdgenos no meio ambiente, sendo necessario
a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas e comportamentais entre o substrato,
patdgeno e coagulante para uma maior retencao de particulas potencialmente infecciosas.

O uso de materiais organicos de caracteristica floculante sdo candidatos cada vez mais
explorados para serem utilizados como potenciais substitutos a métodos de
coagulacao/floculacédo tradicionais, como, por exemplo, o uso de sulfato de aluminio. Ao

contrario da aplicacdo de sulfato de aluminio, o qual além de ser de maior custo &€ conhecido



por deixar residuos na &gua tratada e esta associado com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (YEGAMBARAM et al., 2015), sementes
de Moringa oleifera tratam-se de biomateriais de baixo custo e biodegradaveis, as quais
demonstraram possuir propriedades como floculantes naturais de baixo impacto ambiental.
Sendo, muito possivelmente, o melhor coagulante natural atualmente disponivel (NOUHI et
al., 2019).

A capacidade de floculacéo de compostos em suspenséo, a qual conferiu tal objeto como
uma alternativa ao sulfato de aluminio, se da pela presenca de compostos no macerado da
semente como globulina e albumina, aos quais foram verificadas proporcionando uma alta
reducdo da turbidez da agua, assim como uma significativa purificacdo da mesma. Porém,
igualmente como o potencial toxico do extrato da semente, pouco se sabe a respeito da
capacidade floculante da membrana “alada” que envolve as sementes de moringa, as quais sdo
descartadas muitas vezes em processos que utilizam tal macerado para a floculagéo e ainda que
utilizam a semente para fins alimenticios e fitoterapicos (GARCIA-FAYOS et al., 2015;
BAPTISTA etal. 2017; DELELEGN et al. 2018; HOA e HUE 2018; VALVERDE et al. 2018).

Foi inferido que a capacidade floculante dos extratos de Moringa oleifera é devido a
presenca de proteinas de alto peso molecular (em torno de 13 kDa) a qual possuem capacidade
de adsorcdo de moléculas presentes na agua, apresentando ponto isoelétrico de 10 e 11,
demonstrando o carater catidnico destas proteinas. Experimentos anteriores utilizando
macerados de sementes descascadas e sementes integras (apresentando tanto extratos
macerados do interior da semente como sua casca) indicaram que sementes integras
apresentaram menor capacidade adsortiva em aguas em comparacdo as descascadas. 1sso
demonstra uma clara concentracdo das proteinas ativas em seu interior, porém, como ha uma
grande concentracdo de proteinas e 6leos em sua casca é possivel que haja a presenca das
mesmas proteinas coagulantes, porém em menor quantidade (NDABIGENGESERE et al.,
1995).

Tais propriedades floculantes foram vistas proporcionando a agregacdo a diferentes
contaminantes hidricos. Carbono ativado a base de cascas de M. oleifera foi demonstrado
possuindo atividade adsorptiva na retencao de Trialometano, assim como outros contaminantes
quimicos em aguas artificialmente poluidas (OKOYA et al., 2020). Bezerraet al. (2018)
identificou que cascas de M. oleifera possuem também capacidade adsorptiva na retencdo de

herbicidas em meios hidricos.
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1.4. CASCAS DE Moringa oleifera NA REDUCAO DE PATOGENOS EM RECURSOS
HIDRICOS

Contemplando o sistema de tratamento e vigilancia de &guas, a presenca de coliformes
fecais estd entre os bioindicadores mais utilizados para verificar a presenca de contaminagéo
provenientes de dejetos humanos ou de animais, embora tal ferramenta ndo seja eficaz para
verificar a presenca de virus entéricos, visto que tais organismos sao estritamente distintos entre
si e apresentam diferentes graus de sobrevivéncia a tratamentos ambientais, podendo haver a
sobrevivéncia de espécies virais mesmo apds ocorrer a eliminagdo de patégenos bacterianos. A
reducdo do namero de coliformes, porém, ainda € necessario para que as aguas desse sistema
possam ser utilizadas legalmente (GIGLIO et al., 2017; GIBSON et al., 2010).

Uma das ferramentas que demonstrou a reducdo do nimero de tais bactérias (além de
radiacdo, toxinas, temperatura, predacdo e competicdo) é a adsor¢do desses organismos por
substratos naturais ou artificiais (WEBER et al, 2008). Com a crescente demanda destes
produtos, sementes de M. oleifera podem se demonstrar um substrato importante na retencdo
de indicadores bacterianos, assim como muito provavelmente virus entéricos.

Contudo, é possivel que cascas de sementes de Moringa oleifera, comumente
descartadas na producdo de farmacos e alimentos, poderiam ser exploradas tanto para tratar
aguas provenientes da suinocultura do estado de Santa Catarina como na reducdo de altos
indices de metais presentes em aguas contaminadas, aos quais podem modular positivamente a
capacidade infecciosa de virus entéricos que podem estar presentes (OKOYA et al., 2020).
Jami et al. (2019) sugere que tais cascas poderiam ser reaproveitadas pela industria
farmacéutica e alimenticia, devido a identificacdo de altos niveis de calcio e potassio presente
em sua estrutura. Porém seu uso como possivel descontaminante de aguas residuais € de grande
pertinéncia para a industria suinicola e deve ser explorado.

Onsare et al. (2013) observou atividade antimicrobiana em diferentes patdgenos
bacterianos pelo uso de cascas de M. oleifera, entre eles Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium 1 e Escherichia coli. Assim como reducdo no crescimento de Candida albicans,
demonstrando o potencial do uso de cascas de M. oleifera para diferentes patdgenos. Porém,
ainda ha pouca literatura certificar o material como um agente antimicrobiano, sendo necessario
mais experimentos, e em especial, na influéncia do objeto em patdgenos viriais.

E possivel que além de capacidade coagulante, tais cascas também possuam capacidade

de agir sobre patdgenos virais. Visto que ja foi registrado atividade antiviral em ovos inoculados



contaminados com a doenca de Newcastle apds estes serem previamente tratados pelo extrato
das sementes maceradas (CHOLLOM et al., 2012). Possivelmente demonstrando potencial das
cascas de M. oleifera frente a patdgenos virais caso tal atividade ndo esteja restrita a
componentes presentes no interior da semente.

E importante destacar que como o objeto de estudo trata-se, em especial, da possivel
concentracdo de proteinas de atividade floculante presentes na casca da semente, tal
concentracdo pode flutuar de acordo com o desenvolvimento da planta, sendo influenciado pela
proporcéo da deslocacdo de nutrientes para as sementes. Uma planta crescida em solo pobre
pode apresentar menor concentracdo de um metabdlito secundario de interesse devido ao seu
baixo desenvolvimento, por exemplo mudas de Hemerocallis fulva apresentaram
significativamente mais seu composto ativo oxypinnatanine (substancia com propriedades
sedativas) quando cultivadas em solos ricos em ferro (NGUYEN et al., 2016).

Da mesma forma foi verificado capacidades floculantes diferenciadas em dois lotes de
sementes de M. oleifera provenientes de dois locais diferentes. Em um estudo realizado por
Nouhi et al. (2019) foi observado que extratos de sementes de M. oleifera provenientes de
Botsuana apresentaram uma maior capacidade de reter impurezas da d&gua em comparacao a
sementes da mesma espécie obtidas do Ird, apresentando também diferencas na concentracao
de argininas e acido glutamico. Tal informagé&o é importante pois como o objeto de estudo trata-
se de um organismo vivo, este estd submetido a alteracdes genéticas e ambientais que podem
ndo ser totalmente documentadas, podendo assim interferir no resultado almejado. Abrindo a
possibilidade para que, caso se obtenha descobertas promissoras com o presente estudo, seja
pertinente analisar como as variantes geneticas e ambientais possam aprimorar o resultado
obtido.

1.5 CASCAS DE Moringa oleifera PARA O TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS

Ao contrario de sulfato de aluminio e outros agentes coagulantes metalicos, compostos
organicos, como extratos a base de Moringa oleifera, sdo biodegradaveis e apresentam baixa
toxicidade (MADRONA et al., 2012). Porém, tal pressuposto pode ser necessario ser revisto
com mais dados devido as caracteristicas bioquimicas especificas da M. oleifera, visto que ja
foram observados efeitos citotoxicos com concentracfes de 1 a 50 mg/L em ensaios celulares
sistemas de células inteiras imobilizadas (AL-ANIZI et al., 2014). Kavitha et al. (2012),

inclusive, relatou em seu estudo que extratos de M. oleifera possuem capacidade tdxica em
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Cyprinus carpio (carpa-comum), identificando uma concentragdo subletal a 124 mg/L.
Inferindo que tais compostos podem trazer efeitos adversos a diferentes espécies de um local
de aplicacdo, como por exemplo, caso tais compostos fossem inseridos em um rio ou em um
corpo d’agua que possa a entrar em contato com animais. Porém, ndo se sabe se tal efeito é
similar em cascas de M. oleifera, sendo necessario experimentos para verificar a seguranca do
material em largas aplicacdes.

Outro poluente de recursos hidricos gue esta correlacionado a surtos por patdégenos
virais é a presenca elevada de metais na agua. Tal presenca estd diretamente relacionada a
diversas interaces entre as proteinas virais, promovendo uma maior funcionalidade e
estabilidade nessas estruturas (AL-BADAII e SHUHAIMI-OTHMAN, 2015). Diversos metais
como zinco, cobre e manganés mediam a atividade viral, aumentando a taxa de sobrevivéncia
assim como a taxa de suscetibilidade de infeccdo (CHATURVEDI et al., 2004). Por exemplo,
Zinco, foi identificado sendo relacionado a atividade da transcriptase reversa em HIV-1 (GUO
et al., 2000). Tais metais também possibilitam uma maior presenca de virions viaveis em
comparagdo a dguas com pouco desses compostos, sendo observado uma maior presenca de
HADYV em &guas com alta presenca de manganés, niquel, arsénio, bario e chumbo (REIS et al.,
2019).

Estudos anteriores demonstraram eficiéncia na utilizagdo de “bolos” de M. oleifera
(obtidos pelo mascaramento das sementes e sucessivas secagem do material a fim de obter um
material com consisténcia de pasta) na absorcdo de diferentes tipos de metais em &gua,
incluindo chumbo (GONCALVES JUNIOR et al., 2013). Porém pouco se sabe se um resultado
semelhante pode ser obtido pela utilizagdo de cascas das sementes que sdo comumente
descartadas. Neste sentido, o presente estudo baseou-se na hipotese de que membranas aladas
de semente de M. oleifera atuam na reducéo de turbidez, E. coli e virus entéricos em efluentes

suinicolas.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de sementes integras (SIMO) e membranas aladas de sementes de
M. oleifera (MASMO) frente a reducdo da turbidez, de E. coli e dos virus entéricos em efluentes

da suinocultura.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a eficiéncia da reducdo de turbidez usando sementes integras de M. oleifera
(SIMO) vs MASMO;

e Determinar o potencial de MASMO na reducéo de turbidez, de E. coli e de PCV-2 no
tratamento de efluentes suinicolas;

e Avaliar a reducdo bacteriana e viral ap6s tratamento integrado de MASMO seguido de
sedimentacdo em tempo fixo (15 min).

e Comparar efeitos citotoxicos de efluentes tratados com SIMO vs MASMO.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 EFLUENTES DA SUINOCULTURA: COLETAS E CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS

Para realizacdo deste estudo foram coletados efluentes da saida de biodigestores
anaerobios provenientes de trés granjas de criacdo de suinos, situadas no municipio de
Concordia-SC (27°18” S, 51°59° W). Tratavam-se de granjas de suinos em fase de engorda (fase
de terminacdo), com aproximadamente 300 animais em cada uma. Os biodigestores anaerdébios
possuiam uma média de 15 m de comprimento, 7 m de largura, volume de 135 m3 de dejeto
suinicola, com alimentacdo diaria de 3 m3/dia e Tempo de Retencdo Hidraulica estimado entre
30 — 50 dias.

Amostras compostas de efluentes (n=3 amostras), cada uma de 1 L, foram coletadas em
duas campanhas amostrais, em outubro de 2019 e em outubro de 2020, as amostras da primeira
coleta foram mixadas em um Unico container, 0 mesmo ocorreu com as da segunda coleta.
Amostras foram transportadas até o Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA) - MIP-CCB-
UFSC, sob refrigeracdo (aproximadamente 10°C). Foi realizada a avaliacdo fisico-quimica das
amostras frente aos parametros de pH, nitrogénio amoniacal total (N-NH3) e média da
temperatura amostral na coleta (APHA, 2017). Todos estes ensaios foram realizados em
parceria com a Embrapa Suinos e Aves. A Tabela 1 resume os resultados dos pardmetros fisico-

quimicos das amostras de efluentes suinicolas.

Tabela 1: Média e desvio padréo dos parametros fisico-quimicos das amostras de efluentes suinicolas e
ambiente - coleta 1 (2019) e 2 (2020).

Parametro Coleta 1 (2019) Coleta 2 (2020)
T. Amostra (°C) 20,0+1,8 22,0+2,8
T. Ambiente (°C) 22,0£2,5 24,0£1,5
pH 7,50,2 7,540,3

N-NH3 (mg/L) 890,0+215,0 763,0+145,0




3.2 SEMENTES DE M. oleifera

Sementes de Moringa oleifera foram obtidas comercialmente da Caicara Comércio de
Sementes LTDA (Lote: 04, safra 2016), gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia
e Bioprospeccdo Tecnologica (LMBT) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP),
coordenado pela Profa. Dra. Maria Célia da Silva Lanna. As sementes integras da planta
possuem um envoltério ndo membranoso e uma membrana alada que circunda a semente
conforme a Figura 3. N&o foi possivel identificar a regido de cultivo e especificidades do solo

para melhor datacdo da influéncia ambiental e nutricional no experimento.

Figura 3: Sementes de M. oleifera integras. Indicando as membranas aladas (indicadas por “1” em

vermelho), seu envoltdrio ndo membranoso (indicadas por “2” em azul).

3.3 AVALIACAO E QUANTIFICACAO DE PATOGENOS ENTERICOS VIRAIS
3.3.1 Virus entéricos

Para a concentracdo de acidos nucléicos das amostras, as quais haviam sido previamente
inoculadas com 3x10® HAdV-5 (utilizado como controle interno), foi utilizado o protocolo de
extracao pelo Kit PureLink® Viral RNA/DNA, Invitrogen (Life Technologies). De acordo com
a metodologia foi colhido 200 pL das amostras (em cada tratamento em seu respectivo tempo),
adicionado 25 pL de Proteinase K para exposi¢do do material nuclear, e seguido por lavagens
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e transferéncias de colunas até a obtencdo do concentrado viral. O concentrado de material
genético foi armazenado a - 20 °C para sua amplificacdo e quantificacdo viral foi realizada pelo
método de PCR (Reacdo da Cadeia da Polimerase) em tempo real (qPCR).

A quantificacao de acidos nucléicos virais foi feita pelo método de gPCR de acordo com
Hundesa et al. (2009), Opriessnig et al. (2003), Jothikumar et al. (2006) e Zeng et al. (2008),
visando a detecgdo e quantificagdo PAdV, PCV-2, HEV e RV-A, respectivamente. Como
controle interno viral utilizou-se 0o HAdV-5, o qual foi detectado de acordo com Hernroth et al.
(2002). Paravirus de RNA, como foi o caso do RV-A e HEV, foi utilizado o QIAGEN OneStep
RT-PCR Kit, contendo a transcriptase reversa para a sintese do cDNA para a rea¢do usando
RT-gPCR em Unico estagio. Plasmideos contendo os fragmentos génicos dos virus avaliados
foram utilizados em diluicdo seriada para a formacdo da curva padrdo. Todas as analises
contaram com controle negativo e foram realizadas em placas de 96 cavidades (MicroAmp
Applied Biosystems), no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems).

3.3.2 Andlises de E. coli

A analise e quantificacéo de E. coli foi realizada por meio de isolamento direto em Agar
seletivo e diferencial MacConkey (frequentemente utilizado para diferenciar varios bacilos
gram-negativos capazes de fermentar a lactose, produzindo coldnias rosas). O efluente foi
diluido seriamente na base 10 em tampao fosfato salino 1 X (pH 7,5). Um total de 100 uL de
cada diluicdo até na diluicdo de 100 mil vezes foi plaqueado em condi¢des assépticas e as placas
foram incubadas a 37°C durante 24 h. A contabilizagdo deu-se em Unidade Formadora de
Colénia (UFC) /mL.

3.4 ANALISE DE TURBIDEZ POR ESPECTROFOTOMETRIA OPTICA

Para fins de anélises de turbidez dos efluentes, realizou-se a avaliacdo espectral da
densidade Optica (DO) utilizando o aparelho SpectraMax® M2°. As leituras foram realizadas
na faixa de 540 nm, usando 200uL de efluente em placas de 96 cavidades, em quadruplicatas.
Usualmente o teste de turbidez em analises microbiologicas sdo realizadas por meio de um
turbidimetro, porém, a leitura por espectrofotometria continua a ser aceita como um método
alternativo ao aparelho (MAIA et al., 2016; KOCH et al., 2014).


https://kasvi.com.br/wp_kasvi/produtos/?ref=K25-610028&desc=agar-mac-conkey.-frasco-500g
https://kasvi.com.br/wp_kasvi/produtos/?ref=K25-610028&desc=agar-mac-conkey.-frasco-500g

3.5 ANALISE DO POTENCIAL HIDROGENIONICO

Os efluentes tiveram seus pH aferidos em pHmetro modelo KASVI, modelo K39-

2014B) ou usando fita de papel indicador especial - Merck®.

3.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Realizaram-se trés ensaios para alcancar os respectivos objetivos deste estudo:
Ensaio 1 (Piloto investigativo com sementes integras de M. oleifera (SIMO); Ensaio 2 e 3
(ensaios dependentes usando MASMO seguido de sedimentacéo, respectivamente) - Ver Figura
4 para visualizacdo da confeccdo dos diferentes ensaios descritos nas Sessdes 3.6.1, 3.6.2 e
3.6.2.1.

Ensaio 1- Sementes integras de M. oleifera

(SIMO)
Testado concentragdes de:
62 mg/L
125 mg/L
240 mg/L Insercdo em

efluentes da
suinocultura

Melhor Reducao a o s ;
125 mg/L nalise da oleta apés: '
. — .\Turbidez — x Oh; 2h; 4h; 6h; 8h

Ensaio 2 e 3 - Cascas dg semente de M. olifera

125 mg/L de SIMO (MASMO) e precipitagao do material
0,85 ma/L de MASMO illz
S el : Coleta apés: -

: @ Oh; 2h; 4h; 6h; 8h Andlise de:

l — - Turbidez
Adicionadas _ - Redugdo viral

com HAdV-5 {JRetdu_céo

trol T U S actenana
_leonuole). Precipitacdo de 15 - Citotoxicidade

min apoés 8h

Figura 4: Fluxograma dos Ensaios 1, 2 e 3.
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3.6.1 Ensaio 1: Piloto investigativo usando semente integra de M. oleifera (SIMO)

Efluentes da suinocultura foram segregados em frascos de vidro em um volume de 200
ml cada, em réplicas experimentais, em dois experimentos independentes. Neste piloto avaliou-
se a capacidade de sementes integras reduzirem a turbidez em efluentes da suinocultura. Para
tal fim, sementes integras foram adicionadas na concentracdo de 62 mg/L, 125 mg/L e 240
mg/L, considerando concentracdes similares em estudos prévios da literatura (BHUPTAWAT
et al., 2007). O efluente foi mantido em agitacdo constante (150 RPM-min), em temperatura
ambiente de 23°C (Figura 5). Amostragens de 1-4 ml foram retiradas para analises de turbidez
considerando intervalos de 0, 2, 4, 6 e 8 h de tratamento. Controles ndo tratados, foram
igualmente avaliados. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas experimentais

independentes.

Figura 5: Sementes integras imersas no efluente sob agitacdo continua (ensaio 1).

3.6.2 Ensaio 2: Tratando efluente suinicola com membrana alada de M. oleifera
(MASMO)

Para fins de estudo da hipotese de que a membrana alada da casca da semente possuli
capacidade de adsorgéo/reducdo microbiana, realizou-se a segregacéo de tal membrana de cada
unidade de semente individualizada. Em virtude de que os resultados do ensaio 1 apresentaram
melhor reducédo da turbidez dos efluentes tratados usando a concentracdo de 125 mg/L de

sementes integras, utilizou-se esse quantitativo para a extracdo mecénicas das membranas



aladas de cada gréo, rendendo 0,85 mg/L de membranas aladas de sementes de M. oleifera
(MASMO) - Figura 6.

A)

Figura 6: Comparagdo entre a semente de Moringa oleifera (A: placa a esquerda) e sua membrana “alada” (B:
placa a direita), onde o volume de membranas da imagem corresponde diretamente as sementes descascadas em

uma relacdo de 2,59 de sementes para 0,17 g de membranas aladas.

Os ensaios foram conduzidos nas mesmas condicdes que o ensaio 1, utilizando efluentes
da suinocultura sabidamente negativo para PAdV, RV-A e HEV, mas positivo para PCV-2. E
deduzido que a amostra era ausente de RV-A devido a tal virus se comumente encontrado em
leitbes de 1 a 3 semanas de idade, sendo que as amostras foram extraidas de uma granja de
terminacdo, havendo somente animais adultos nesta etapa (MARTHALER et al., 2014). HEV
também possui atividade sazonal, possuindo diferentes graus de estabilidade e persisténcia no
ambiente de acordo com as condi¢des ambientais, neste caso é possivel que 0 HEV ndo se
encontrava ativo no sistema quando as coletas foram realizadas, ndo necessariamente indicando
que a granja estava ausente de HEV (LU et al., 2013).

Para analises bacterianas, utilizou-se como modelo E. coli, sendo inoculado
artificialmente 3x10° UFC/mL de E. coli ATCC13706 previamente produzida em caldo Brain
Heart Infusion Broth (BHI), tal inoculagéo foi realizada devido a baixa presenca de tal espécie
na amostra, havendo menos de 1log de E.coli nativas nas amostras. Como controle interno viral
do processo, utilizou-se 0 HAdV-5, previamente produzido em cultura celular no LVA, o qual
foi inoculado na concentragéo de 3x106 PFU/mL.

Nesse experimento o tratamento baseou-se exclusivamente em MASMO, analisando-
se aqui a redugdo de turbidez, PCV-2 natural e E.coli inoculada, ambos microrganismos
abundantes em efluentes da suinocultura e modelos microbianos para estudos (WEN et al.,
2020; CROXEN et al., 2013; OPRIESSNIG et al., 2020).
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3.6.2.1 Ensaio 3: Sedimentacdo natural pds-tratamento MASMO

Adicionalmente, ap6s 8 h de tratamento na condicdo MASMO (Ensaio 2), realizou-se
ensaio de sedimentacdo das membranas e verifica¢do da reducao de virus e bactérias no efluente
tratado. Efluentes foram colocados em repouso para processo de sedimentacdo natural em
tempo fixo de 15 min. Apos tal intervalo, 5 mL de amostras do sobrenadante foram recolhidas
e analisadas de acordo com turbidez, E.coli e virus entéricos (PCV-2 e HAdV-5), conforme o
realizado com as amostras anteriores, considerando efluentes suinicolas tratados e ndo tratados
com MASMO.

3.6.3 CITOTOXICIDADE DOS EFLUENTES TRATADOS COM SIMO E MASMO

Ensaios de citotoxicidade do efluente pds-tratamento com SIMO e MASMO foram
conduzidos em cultura celular animal, usando a linhagem VERO (oriundas de rim de macaco
verde da Africa - ATCC® CCL81™). Para o ensaio, o efluente controle e os tratados com
MAMO e SIMO foram previamente adicionados com 1%de antibioticos
(Penicilina/Streptomicina/Anfotericina) e diluidos (1:32; 1:64, 1:128, 1:264). As células VERO
previamente cultivadas foram alocadas em placas de 24 cavidades, foram lavadas com solucéo
salina (PBS pH 7,0) e receberam 100 pl das respectivas diluicbes em duplicata, sendo entdo
incubadas em estufa de CO2 a 37°C durante 1 h. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado e 1
mL do meio de manutencdo (Meio Minimo Essencial - MEM 1X, 1% Antibidticos, 2% Soro
Fetal Bovino) foi adicionado em cada poco. As placas foram entdo levadas novamente a estufa
de cultura celular animal, na qual permaneceram por 12 h (afim de evitar grande propagacéo de
fungos e bactérias, bem como viral). Apos esse periodo houve remoc¢do do meio de cultura,
lavagem celular com solucéo de PBS e coloracdo de células viaveis usando 250 ul de preto de
naftaleno. A citotoxicidade aparente foi avaliada por meio de comparacao da viabilidade celular

entre células controle e aquelas desafiadas com os efluentes da suinocultura.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Anélises estatisticas de variagcdo entre os grupos experimentais foram conduzidos no
GraphPad Prisma 5.0 (EUA) usando o teste ANOVA e regressao linear, sendo consideradas

diferencas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO 1 - SEMENTE INTEGRA (SIMO)

Nas analises do ensaio 1 observou-se a maior reducdo da turbidez utilizando 125 mg/L
de SIMO. A Tabela 2 demonstra os resultados da analise de turbidez por espectrofotometria

Optica, havendo uma reducdo maxima de 53,78% da turbidez usando 125 mg/L de sementes.

Tabela 2: Média dos resultados da turbidez via leitura espectométrica em SpectraMax ® M2¢a 540 nm e a

reducdo percentual apos os tratamentos usando sementes integras de M. oleifera.

Tempo (horas) 62 mg/L 125 mg/L 240 mg/L Controle néo
tratado

2 1,85 2,51 2,04 2,31

4 1,76 1,50 1,94 2,31

6 1,63 1,07 1,47 2,50

8 1,49 1,16 141 2,09
Reducéo Total 19,45 53,78 30,8 9,5

(%)

Houve uma tendéncia linear de decaimento entre os tempos 2 e 6 h com redugdo

significativa no tratamento SIMO usando 125 mg/L — Figura 7.
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Figura 7: Redugdo com tendéncia linear de decaimento da turbidez no tratamento SIMO usando 125

mg/L.

As sementes integras podem ter atuado na agregacao de solidos em suspensdo reduzindo
a turbidez aparente dos efluentes em relacdo ao controle. Além disso, o estudo de toxicidade
ndo apresentou efeitos citotdxicos nas diluices 1:128 e 1:264, porém apresentando
citotoxicidade nas dilui¢des 1:32 e 1:64 do efluente tratado em comparagéo com o controle em

celulas VERO (Figura 8).
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Figura 8: Citotoxicidade aparente de SIMO em células VERO. Diluicdo 1:128 e 1:264 ndo foram

citotdxicas, ja nas diluicbes 1:32 e 1:64 houve citotoxicidade.
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Isso é um fato inédito, pois ndo usamos semente maceradas e sim integras, evitando a
maior liberacdo de compostos toxicos, porém mostrando sua capacidade na reducao de turbidez
amostral. Estudos prévios demonstram a efeitos citotoxicos, mesmo em altas diluicdes,
superiores a 1:1000 em diferentes organismos quando utiliza-se extratos macerados de
sementes de M. oleifera, incluindo ensaios in vitro e in vivo (Cyprinus carpio (carpa-comum))
- (AL-ANIZI et al., 2014 e KAVITHA et al. 2012).

Vendo que o tratamento com SIMO demonstrou reducdo de indicativos de
contaminantes, neste caso a turbidez do efluente, foi realizado os ensaios 2 e 3 para avaliar se
tal resultado é devido primariamente a presenca da membrana, bem como passou-se a

questionar se haveria eficiéncia em reduzir patdgenos entéricos.

4.2 ENSAIOS 2 E 3 - TRATANDO EFLUENTE SUINICOLA COM MEMBRANA
ALADA DE M. oleifera (MASMO) SEGUIDO DE SEDIMENTACAO

- Turbidez

A Figura 9 apresenta a turbidez de efluente tratado e ndo tratado com MASMO em até
8 h. Entre 6 e 8 h a curva do controle interpola-se com a curva do tratado, demostrando uma
potencial tendéncia de reducdo da turbidez. No entanto ndo houve reducéo significativa da
turbidez do efluente suinicola tratado com MASMO até as primeiras 8 h de avaliacéo.

A variacdo de turbidez, tanto no controle quanto no tratamento, pode ser devido a
replicacdo bacteriana no efluente. Tal comportamento, porém, ndo foi 0 mesmo obtido no
Ensaio 1, podendo haver influéncia de inibicdo bacteriana da possivel liberacdo de compostos

da semente integra a qual ndo séo encontrados nas membranas aladas.
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Figura 9: Turbidez de efluente tratado e néo tratado com MASMO em até 8 h.

No entanto apo6s sedimentacdo de 15 minutos o efluente tratado com MASMO teve
reducdo de 69% em sua turbidez, quando comparado ao controle ndo tratado (Tabela 3). Isso
representa um importante achado do ponto de vista operacional do tratamento de MASMO

seguido de sedimentacdo do efluente, visando maior remocéo de s6lidos suspensos.

Tabela 3: Reducdo da turbidez do efluente suinicola apds MASMO seguido de sedimentacdo de 15 min

em relacéo ao controle néo tratado.

Tempo (15min) MASMO- Controle néo
Sedimentacéao tratado
2 0,96+0,06 1,39+0,29
Reducéo Total 69,06
(%)

Examinando os dados de turbidez e comparando com estudos anteriores 0s quais
utilizaram extratos da semente de M. oleifera (DELELEGN et al. 2018; BAPTISTA et al.,
2017), um novo tipo de amostragem foi proposta, considerando o fendmeno de sedimentagéo.
Esse teste ndo foi realizado no primeiro ensaio porque usando SIMO havia floculacdo das
sementes e ndo sedimentacdo como ocorrido em MASMO, justificAvel pela densidade da

semente (Figura 10).
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Figura 10: Precipitacdo observada em MASMO apds tratamento de 8 h seguido de 15 min de repouso. Circulos

vermelhos indicam concentragfes de membranas aladas da semente (objetos de cor clara).

- Reducdo viral e bacteriana

Patogenos podem se propagar por meio de efluentes e matéria contaminada e se estender
por toda uma cadeia produtiva de alimentos (KLOUS et al., 2016; GARCIA et al., 2020;
CROXEN et al., 2013). Para evitar surtos constantes causados por contaminagdes externas é
necessario que os efluentes liberados por granjas de animais sejam propriamente tratados, para
evitar assim, que patégenos espalhem-se na granja e sistemas adjacentes que podem entrar em
contato com o mesmo. Em especial, patdgenos virais sdo mais resistentes a tratamentos e
condigdes ambientais do que os bacterianos, sendo mais dificilmente detectados em testes
microbioldgicos tradicionais como pela presenca de coliformes totais (LOPMAN et al., 2004;
SCALLAN et al., 2011). Em granjas de suinos PCV-2 e E. coli, incluindo as diarreiogénicas,
sdo importantes contaminantes prevalentes, causando grandes danos nas producdes
(OPRIESSNIG et al., 2020, CROXEN et al., 2013; STROMBERG et al., 2018).

Quando PCV-2 foi avaliado durante o tratamento do efluente da suinocultura usando
MASMO, entre 4-8 h houve uma reducdo viral significativa de 3 logs (99,9%) em relacdo ao
controle ndo tratado. Quanto ao HAdV-5, usado como controle viral interno, houve uma

reducdo branda e ndo significativa de 1 log ap6s 6 h de tratamento usando MASMO (Figura



11). Considera-se ainda que o HAdV-5 foi inoculado artificialmente na amostra para fins de
controle viral; j& o PCV-2 naturalmente ocorre nessas amostras, estando aclimatado e assim
(possivelmente) possuindo maior resisténcia aos fatores ambientais do efluente,
proporcionando uma maior titulacdo, e consequentemente, maior reducdo frente a MASMO. A
reducdo viral pode estar relacionada com a ampla afinidade de virus ndo envelopados com
compostos organicos em suspensdo, podendo por um lado, auxiliar na sedimentacédo viral e
predacdo por protozoarios ali presentes, bem como, inferir em uma maior estabilidade destes
virus ao gerar o efeito agregativo (AL-BADAIl e SHUHAIMI-OTHMAN 2015;
CHATTOPADHYAY et al., 2000; CHATURVEDI et al., 2004).
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Figura 11: Média detectada de HAdV-5 e PCV-2 ap6s tratamento com MASMO, onde o controle e tratamento

(MASMO) estdo representados em cores laranja e azul, respectivamente.
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Cabe ressaltar que a inibicdo e/ou reducdo de PCV-2 possui grande importancia no
ambito de se obter granjas suinicolas que evitem retro-infeccdo pelo préprio sistema, visto seu
alto potencial de propagacdo. Tal virus é amplamente distribuido em criacGes de suinos no
mundo, sendo raro 0s casos no qual ha granjas livres do patdgeno. PCV-2 ocasiona diversas
lesBes teciduais e enfraquece o organismo, sendo que tal virus pode provocar infeccdo em todas
as fases de criacdo animal, independente do estado imunolédgico (OPRIESSNIG et al., 2020).
Neste sentido, membranas aladas desempenharam importante papel em um possivel fenbmeno
adsortivo viral nas sementes de M. oleifera — demonstrado nos experimentos usando MASMO.

Os ensaios de citotoxicidade demostraram que MASMO nédo apresentou efeitos
negativos sob células animais (VERO), mesmo em diluicdo baixas (1:32; 1:64; 1:128 e 1:264),
do efluente tratado ap6s 8 h em comparagdo com o controle ndo tratado neste mesmo tempo
(Figura 8).
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Figura 12: Citotoxicidade aparente de MASMO em células VERO. Diluigdes nao apresentaram efeitos
citotdxicos nas dilui¢bes 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256.

E importante ressaltar que certos peptideos encontrados no interior das sementes de M.

oleifera apresentaram facilidade em se ligar em particulas negativamente carregadas de



caracteristica coloidal, como por exemplo, particulas virais (BARAKAT et al., 2016), havendo
reducéo viral significativa em diferentes filtros tratados com extratos macerados das sementes,
sejam eles compostos de biomateriais ou areia (XIONG et al., 2017; FRANCISCO et al., 2014).
Porém nossos resultados apontam um possivel uso simplificado e escalonavel, apenas das
membranas residuais de tais semente, sem aparente citotoxicidade, evitando-se o0 processo de
maceracao que pode interferir na toxicidade da matriz ambiental tratada.

No que se referiu a E. coli avaliada em MASMO nédo houve reducédo significativa,
havendo apenas as 8 h de tratamento a interpolacédo das curvas de efluentes nédo tratado e tratado,
0 que indicaria um possivel inicio de inativacdo ou reducdo bacteriana (Figura 13). Observa-se
uma flutuacéo nos valores de E. coli ao longo das 8 horas experimentais. Tal flutuagdo pode ser
devido a influéncia da adicao de nutrientes no efluente comparado ao controle, hipotetizando

que entre 4 e 6 h MASMO pode ter auxiliado no desenvolvimento bacteriano.
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Figura 13: Variagdo em unidades formadoras de colbnias de E.coli ap6s tratamento com MASMO. Controle e

tratamento (MASMO) estéo representados respectivamente em laranja e azul.

Considerando o fendmeno de sedimentacdo apds 8 h de tratamento MASMO houve
reducdo de 90% de E.coli, PCV-2 e HAdV-2. Explica-se que com a precipitagdo de MASMO
ao longo na coluna de efluente houve uma maior sedimentacdo viral ou sua inativagéo,
comprovando assim o efeito agregativo ou inativatorio em relagdo aos controles néo tratados
com MASMO e igualmente sedimentados.

Essa possivel atracdo deve-se a capacidade adsortiva de patdgenos as membranas que
podem desempenhar um importante papel como biofiltros, como foi demonstrado por Xiong et

al. (2017) a qual aumentou significamente a eficacia a retencdo de impurezas d’agua apés a
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adicdo de sementes de M. oleifera em filtros de areia. Assim como Francisco et al. (2014), a
qual aumentou a eficiéncia de biofiltros compostos organicos como carvéo e folhas de eucalipto
e bambu, ap6s a adigdo do extrato do interior da semente de M. oleifera. Ao invées do extrato
do interior da semente, a qual é comumente utilizado para aumentar capacidades de retengdo
de particulas em suspensdo, MASMO poderia ser possivelmente utilizado como aditivo em
diferentes tipos de filtros, utilizando tal material que seria normalmente descartado.

Em suma, com o aumento de 2,5 vezes do nimero total de suinos entre 1960 e 2010
(FAO, 2019) e com a perspectiva da populacdo mundial de alcancar 9,6 bilhdes de individuos
em 2050 (UN, 2013), demandando proteina para fonte nutricional, bem como producédo de
grdos, cada vez mais 0 aspecto sanitario e epidemioldgico se torna necessario na reciclagem de
efluentes animais. Nisso, tratamentos adicionais acessiveis para uma propria eliminacdo de
virus e bactérias presentes no sistema de digestdo anaerdbia, sdo de grande interesse.

Neste contexto, residuos de sementes de M. oleifera como aqui estudado (residuos da
semente - membrana alada) podem ser de grande utilidade, por se tratar de um recurso barato,
biodegradavel, comumente descartado e a qual apresenta capacidade na reducdo de patégenos

virais e bacterianos.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram o potencial do uso de membranas aladas de cascas de
sementes de M. oleifera seguido de sedimentacdo (membranas usualmente descartadas na
producdo de alimentos e medicamentos), alcancando a reducdo de patdgenos bacterianos e
virais em efluentes da suinocultura, para fins de reciclo hidrico para fins de biofertilizacéo de

plantas e solos.
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