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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas integram diversas areas do conhecimento que estudam os
seres vivos e suas relagcdes entre o meio ambiente, além de mecanismos e processos
que acondicionam a vida. Sua integracao envolve ciéncias da saude, biotecnologia, meio
ambiente, biodiversidade entre outros fatores.

Descobertas e inovagéo no ambito das Ciéncias Bioldgicas exigem a compreensao
de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a acdo de processos evolutivos,
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condi¢des ambientais e o
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, 0s seres humanos ndo estdo isolados. Eles
estabelecem sistemas que constituem complexas relagdes de interdependéncia.

Neste contexto a obra “Ciéncias Biologicas: realidades e virtualidades” foi
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 esta organizado com 17 capitulos
e o volume 3 com 15. Os capitulos contaram com a autoria de diversos profissionais,
universitarios e/ou pesquisadores de diferentes regides do Brasil, que compartiiham seus
dados resultantes de pesquisas de natureza basicas e aplicadas, revisdes de literatura,
ensaios teoricos e vivéncias no contexto educacional relacionado as Ciéncias da Vida.

Desejamos que esta coletdnea contribua para o enriqguecimento da formacao
universitaria e da atuacgéo profissional no &mbito das Ciéncias da Vida. Agradeco os autores
pelas contribuicdes que tornaram essa edigdo possivel, e juntos, convidamos os leitores
para desfrutarem as publicacdes.

Edson da Silva
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RESUMO: Moringa oleiferaé umaplantaoriginaria
do Sul da Asia e é conhecida popularmente como
Acéacia-branca. Tal espécie & reconhecida por
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SUINOCULTURA

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 aguas para consumo humano,
devido a presengca 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”, a qual é descartada
nos processamentos e usos diversos dessa
semente, possui capacidade para adsorcédo 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 reducéo da turbidez de
aguas residuérias da suinocultura, bem como o
processo de reducado e/ou adsorgéo de bactérias
entéricas (representadas pela Escherichia coli.)
e dos virus entéricos (representados pelos
Circovirus porcino — PCV-2 e pelo Adenovirus
Humano respiratério— HAdV-5 utilizado como
controle interno viral) mediado por sementes
integras de M. oleifera, assim como por
somente membranas aladas dessas sementes.
A concentracdo de 125 mg/L de semente
apresentou reducdo significativa na turbidez
do efluente, sendo, portanto, considerada a
concentracdo mais promissora para testes
subsequentes usando apenas membranas
aladas. Assim, utilizou-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 avaliagcéo da reducéo de turbidez
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e patdgenos, sendo que as membranas aladas foram capazes de reduzir 3 logs -99,9%
de PCV-2 nos efluentes e 1 log — 90% de E. coli no sobrenadante tratado apoés 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 descontaminagé@o de aguas residuarias visando seu reciclo para fins de
recuperacéo hidrica e de nutrientes.

PALAVRAS - CHAVE: Biocontrole; Recuperagéao de recursos naturais; Aguas Residuarias;
Virus entéricos; Bactérias entéricas.

11 INTRODUGAO

Como grande parte dos paises em desenvolvimento, o Brasil ndo possui sistemas
eficientes de tratamento de agua para atender a maioria de sua populacdo, 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 é
devido a poluigéo por dejetos domésticos, dejetos industriais e provenientes da agricultura,
assim como sistemas de descontaminacao inapropriados ou ausentes (FERREIRA et al.,
2019).

Um dos principais setores responsaveis pela contaminagéo de recursos hidricos no
Brasil, porém essencial para o desenvolvimento econémico do pais, é o setor agropecuario.
Ele consome grande quantidade de agua em sua atividade, utilizando cerca de 70% de toda
a agua canalizada do pais (SEBRAE, 2014; HESPANHOL, 2002). Um sistema de reuso
seguro proveniente dos setores agropecuarios, portanto, € altamente pertinente dentro do
conceito de economia circular, visto a possibilidade de reciclo hidrico e de nutrientes para
fins de lavacéo de instalagbes, para fertilizagéo de solos e irrigagédo de plantas (VIANCELLI
et al., 2013; VELHO et al., 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Dentre as atividades do setor agropecuario que mais utilizam e contaminam agua
esta a suinocultura, estimando-se o consumo de 6m° de 4gua para produzir um kilo de carne
suina (PALHARES et al., 2011). A criagéo de suinos, além de necessitar de um consumo
elevado de agua para manutencdo dos animais, acarreta na contaminagéo de grandes
volumes desse recurso hidrico, inviabilizando sua reutilizagdo sem tratamento prévio.

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 concentragdo de bactérias e protozoarios entéricos, muitos 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 deles
zoonéticos. O Circovirus porcino (PCV2), Adenovirus porcino (PAdV), Rotavirus A (RV-A),
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virus da hepatite E (HEV), entre outros, s@o exemplos de patdégenos virais que podem estar
presentes nos dejetos suinicolas (VIANCELLI et al., 2012; MENG, 2013; FONGARO et al.,
2015; VLASOVA et al., 2017; SOUZA et al., 2020).

O método mais comumente utilizado na regido Sul brasileira para tratar dejetos
provenientes da atividade da suinocultura, baseia-se em biodigestdo, por meio de reatores
chamados de biodigestores anaerébios 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 carcacas) sdo acumuladas em camaras hermeticamente fechadas
e mantidas estocadas por cerca de 45 dias e retencdo hidraulica (TRH) - (AMARAL et
al., 2014). Os biodigestores anaerébios (BA) do tipo Lagoa Coberta ou Canadense sado
os modelos mais adotados por propriedades suinicolas da regido Sul brasileira, por seu
menor custo de implantacdo e manutencédo, quando comparados a outros modelos de
biodigestores anaerédbios (OLIVEIRA, 2006).

1.1 PATOGENOS ENTERICOS E MARCADORES DE CONTAMINAGAO FECAL
NA SUINOCULTURA

1.1.1  Virus entéricos

Os virus entéricos sdo primariamente transmitidos por meio da via fecal-oral pela
ingestao de agua ou alimentos contaminados, podendo ser raramente transmitidos por via
parental como é 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, nao possuindo metabolismo préprio que lhes permita multiplicagcdo ou
propagacgédo fora de um organismo vivo, eles se encontram vulneraveis quando expostos
ao ambiente externo. Tendo a estabilidade e a sobrevivéncia influenciadas por suas
caracteristicas estruturais e pelos estresses sofridos no ambiente (SANCHEZ et al., 2016).
Tais adversidades podem incluir: radiagéo ultravioleta, aumento da temperatura, disrupgdes
fisicas (como vibragbes e pressao), proteases, lipases (no caso de virus envelopados),
salinidade, aménia, variagées no pH, 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 comparacéo aos patdogenos bacterianos, podendo permanecerem estaveis
por grandes periodos de tempo em ambientes indspitos para a maior parte dos patégenos
bacterianos (LOPMAN et al., 2004; SCALLAN et al., 2011). Tornando esses agentes
infecciosos mais prevalentes em sistemas com baixo tratamento de residuos ou aguas
(LOPMAN et al., 2004).

E importante realcar que quanto maior for o tempo de estabilidade do virus em
relacdo as forgas externas, maior é seu potencial de transmisséo. Pois 0 meio em que se

encontra (seja um substrato como solo ou um meio liquido) permanece por mais tempo
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infeccioso pela presenca de particulas virais ativas ou “virions” (RZESUTKA et al., 2004).

Outro fator que eleva a periculosidade dos virus entéricos em compara¢cdao com
microrganismos bacterianos é a relagdo da dose infecciosa necessaria para ocasionar um
quadro deinfecg¢do, sendo necessario somente de 1 a5 particulas virais ativas para ocasionar
um quadro infeccioso (HUSMAN et al., 2013). Comparativamente, microrganismos como
Campylobacter sp, patdogeno frequente em contaminagdes, necessitam em torno de 100 a
1000 unidades ativas para ocasionar uma infeccao (ACHESON et al., 2001).

Considerando que um individuo pode eliminar cerca de a 10" particulas por ml por
meio de secre¢bes como vomito ou diarreia, mesmo que assintomatico, e visto como tais
particulas podem se manter estaveis por grandes periodos mesmo em ambientes hostis,
é facil reconhecer como uma contaminagéo por estes patdgenos podem se espalhar com
grande facilidade e potencialmente, podendo os virus persistirem infecciosos por meses
fora do seu hospedeiro (BOSCH et al., 2008; 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 (aguas de rios poluidos e nédo poluidos, aguas provenientes de lencois freaticos
e de abastecimento caseiro) € menos de 1 log, por dia (sendo a maior redugdo em aguas
de torneira com redugles diarias de 0.576 log,, d-1).

Virus podem ser propagados através da contaminagédo de superficies. Bidawid
et al. (2004) demonstrou que dedos contaminados por calicivirus felino sdo capazes de
transferirem mais de 46% do total desses virus para a superficie de laminas de presunto
durante sua manipulag@o. Adenovirus humano (HAdV-2) manteve-se infeccioso por mais
de 120 dias a 20°C em aguas de aquiferos, apresentando somente uma reducao de 2.4 logs
da concentragéo original. Quando observada a temperatura de 4°C, ndo houve decaimento
significativo na concentracgéo viral (OGORZALY et al., 2010). A diferenca da estabilidade de
amostras de rotavirus humano em diferentes temperaturas foram associadas por Raphael
et al. (1985) a atuacdo de microrganismos, a qual possuiam uma taxa metabodlica mais
acentuada em altas temperaturas e assim produziam mais compostos reativos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o virus da hepatite E (HEV) é o maior
responsavel por quadros de hepatite entérica mundialmente (WHO, 2011). Tal virus &
identificado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como sendo o responsavel por
cerca de 3.3% da mortalidade mundial relacionada as hepatites virais. De acordo 0 a OMS,
tal patbgeno é responsavel por cerca de 20 milhdes de infecgdes anualmente, constituindo
3.3 milhdes de casos assintomaticos e 44.000 mortes somente em 2015 (WHO, 2011;
REIN et al, 2012). HEV usualmente ocasiona hepatite aguda, porém em pacientes
imunocomprometidos tal quadro pode progredir para cronicidade, com a excre¢ao do virus
por longos periodos. Em pacientes com prévias enfermidades hepaticas e gestantes, HEV
pode ocasionar insuficiéncia hepatica fulminante (JILANI et al., 2007).

Além de ser um dos mais importantes virus causadores de gastroenterites,
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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 zoonética, podendo transitar
de animais para humanos e vice-versa (GARCIA et al., 2020). Algumas variantes s&o mais
prevalentes em animais do que outras, havendo fen6tipos que sé infectam especificamente
uma espécie, enquanto outros conseguem ocasionar doenga em mais de uma espécie. As
variantes HEV-1 e HEV-2, por exemplo, sdo conhecidas por somente provocar infec¢gdo em
humanos. HEV-3 e HEV-4, as mais encontradas em suinos, possuem capacidade zoonética,
sendo o fendtipo do tipo “3” a mais prevalente em infeccdes humanas propagadas por
contato prévio com o virus replicado em hospedeiros suinos (GARCIA et al., 2020).

Os rotavirus também possuem potencial zoonoéticos e s&o frequentemente
encontrados em mananciais contaminados por esgoto humano ou animal. De acordo com
um relatério realizado com a UNICEF de 480.000 criangas menores do que 5 anos de
idade morrem anualmente decorrente de quadros de diarreia provocados pela falta de agua
limpa de qualidade. O Rotavirus A (RV-A) é responsavel por cerca de 29,3% desses Obitos
mundialmente (LANATA et al., 2013). Pode iniciar uma infeccdo mesmo com um pequeno
numero de particulas virais ativas (GRAHAM et al., 1987). RV-A permaneceu infeccioso por
mais de 200 dias em condi¢des anaerdbicas, assim como em camaras de dejetos de suino
por diversos meses, decaindo em somente um log apés 6 meses (PESARO et al. 1995;
SIDHU et al., 2015). Assim como demais virus entéricos, tais patbgenos possuem uma
alta persisténcia frente as diferentes condigées ambientais, sendo necessarios protocolos
adicionais de tratamento dos dejetos para sua remog¢éao (SIDHU et al., 2015).

Outro virus entérico importante no manejo de infecgdes em sistemas de suinocultura
€ o Porcino Virus 2 (PCV2), que embora ndo seja um patbgeno zoonotico, esta entre
0s mais prevalentes e danosos em suinos. Seu quadro infeccioso ocasiona diversas
alteragcbes no sistema imunolégico e danifica o aparelho respiratério, permitindo diversas
infeccoes secundarias que podem ainda mais agravar o quadro (ROSE et al., 2012).
Tal virus pode ocasionar caracteristicas clinicas, podendo ser muitas vezes confundido
com um patégeno bacteriano por profissionais inexperientes. Quadros como o complexo
de doencas respiratorios do suino (PRDC), podendo em certos casos ser causada por
microrganismos bacterianos, usualmente é caracterizado por proeminente perda de
peso, emaciagdo, dispneia, taquipneia e ictericia (THACKER et al., 2001). Circovirose
suina (PMWS) é caracterizada como danos ao sistema imunoloégico dos animais, um
outro sintoma comum em animais infectados, podendo facilitar a infeccdo secundaria do
individuo debilitado (OPRIESSNIG et al., 2007). Sindrome dermatite e nefropatia suina
(PDNS), caracterizada pelo aparecimento de lesbes cutdneas como necrose e petéquias,
febre, letargia e alteracao da estrutura renal, podendo o quadro ser fatal em casos graves
(OPRIESSNIG et al., 2007).

A maior parte das cepas de Escherichia coli séo nao patogénicas, sendo encontradas
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comumente no intestino de animais e humanos como bactérias da microbiota natural,
apresentando efeitos benéficos como a regulacdo da concentracdo de vitaminas K e B12
no corpo (EGGESB® et al., 2010). Porém, certas variedades patogénicas causam grandes
danos no organismo nos animais infectados, como as E.coli enterohemorrégicas, 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 € utilizada comumente como
um marcador de contaminagéo por patdégenos entéricos, sendo sua presenca em aguas
e solidos um indicativo de contaminacao por excretas (WEN et al., 2020; CROXEN et al.,
2013). Sua reducéo, portanto, € um essencial indicador de qualidade sanitaria.

1.2 Métodos Alternativos e Descentralizados Para Tratamento de Recursos
Hidricos Baseado em Moringa Oleifera

A floculagédo de particulas orgénicas visando a reducado da turbidez das aguas é
uma das técnicas mais tradicionais utilizadas pelo mundo e por grande parte da histéria
humana. Tal método tem como objetivo reduzir o0 niUmero total de substratos suspensos,
a qual por sua vez podem estar abrigando uma larga quantidade de microrganismos
aderentes (MATILAINEN et al., 2005). Nisso a agregacao de particulas suspensas continua
a ser um método viavel no controle de patbgenos no meio ambiente, sendo necessario
a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas e comportamentais entre o substrato,
patdgeno e coagulante para uma maior retengéo 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
coagulacéo tradicionais, como o uso de sulfato de aluminio. Ao contrario da aplicacéo de
sulfato de aluminio, mais custoso e conhecido por deixar residuos na agua tratada, sendo
associado com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a doenca de
Alzheimer (YEGAMBARAM et al., 2015), as sementes de Moringa oleifera sdo biomateriais
de baixo custo e biodegradaveis os quais demonstraram possuir propriedades como
floculantes naturais de baixo impacto ambiental. Sendo, muito possivelmente, o melhor
coagulante natural atualmente disponivel (NOUHI et al., 2019).

M. oleifera, conhecida popularmente também como Acéacia-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 utilizagédo de suas propriedades para fins de saude 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, Etiopia, Filipinas, Sudao, entre outros, a M. oleifera é utilizada como um
importante suplemento nutricional. Sendo consumido tanto suas sementes, folhas, casca,
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raizes e flores (FAO, 2019). Por suas qualidades medicinais e alimenticias, tal planta é
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 reservatérios de 4gua, bem como na reducgéo da turbidez da mesma,
diminuindo o numero de particulas sélidas que servem de substrato para patégenos se
desenvolverem e se protegerem (BAPTISTA et al.,, 2017; DELELEGN et al. 2018). Tal
utilizacéo ja era observada por comunidades mais carentes do Suddo, 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).

1.3 Cascas de M. 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 M. oleifera, além de serem biodegradaveis
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 citotéxicos com concentracbes de
1 a 50 mg/L em ensaios celulares sistemas de células inteiras imobilizadas (AL-ANIZI
et al., 2014). Kavitha et al. (2012), inclusive, identificou em seu estudo que extratos de
M. oleifera possuem capacidade toéxica em Cyprinus carpio (capa-comum), identificando
uma concentragéo subletal a 124 mg/L, inferindo que tais compostos podem trazer efeitos
adversos a diferentes espécies de um local de aplicagdo, como por exemplo, caso tal
tecnologia fosse inserida em um rio ou fonte de agua potavel além da prevista aplicacéo
em aguas suinicolas. Porém, ndo se sabe se tal efeito é similar em cascas de M. oleifera,
sendo necessario experimentos futuros para verificar a seguranga do material em largas
aplicacoes.

A capacidade de floculacdo se da pela presenca de floculantes no macerado da
semente, tais como globulina e albumina, aos quais foram verificadas proporcionando uma
alta reducéo da turbidez da agua, assim como uma significativa purificacdo da mesma.
Porém, 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 floculagdo e ainda que utilizam a semente para fins
alimenticios e fitoterapicos (GARCIA-FAYOS et al. 2015; BAPTISTAet al. 2017; DELELEGN
et al. 2018; HOA e HUE 2018; VALVERDE et al. 2018).

Estudos associaram a capacidade floculante dos extratos de M. oleifera a presenca
de proteinas de alto peso molecular (em torno de 13 kDa) com capacidade de adsorcéo de
moléculas presentes na agua, apresentando ponto isoelétrico de 10 e 11, demonstrando
o carater catibnico dessas proteinas. Experimentos anteriores utilizando macerados de
sementes descascadas e sementes integras (apresentando tanto extratos macerados
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do interior da semente como sua casca) indicaram que sementes integras apresentaram
menor capacidade adsortiva em 4guas em comparacéo as descascadas. Isso demonstra
uma clara concentragédo 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).

Outro poluente de recursos hidricos que esta correlacionado aos surtos por patégenos
virais é a presenca elevada de metais na agua. Tal presenca esta diretamente relacionada
as diversas interacdes entre as proteinas virais, promovendo uma maior funcionalidade
e estabilidade nessas estruturas (AL-BADAIl 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 virus viaveis nas aguas onde suas concentragées sdo maiores, como por exemplo, é
observado em estudo com o HADV em &guas com alta presenga de manganés, niquel,
arsénio, bario e chumbo (REIS et al., 2019).

Estudos anteriores demonstraram eficiéncia na utilizagcao 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 absorgcéo de diferentes tipos de metais
em agua, incluindo chumbo (GONCALVES JUNIOR et al., 2013). Porém pouco se sabe se
um resultado semelhante pode ser obtido pela utilizagcdo de cascas das sementes que sédo
comumente descartadas. Neste sentido, o presente estudo baseou-se na hipétese de que
membranas aladas de semente de M. oleifera atuam na reducéo de turbidez, E. coli e virus

entéricos em efluentes suinicolas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Efluentes da Suinocultura: Coletas e Caracteristicas Fisico-Quimicas

Para realizacéo deste estudo foram coletados efluentes da saida de biodigestores
anaerbbios provenientes de trés granjas de criacdo de suinos, situadas no municipio de
Concoérdia-SC (27°18’ S, 51°59’ W). Tratavam-se de granjas de suinos em fase de engorda
(fase de terminacao), com aproximadamente 300 animais em cada uma. Os biodigestores
anaerdbios possuiam uma média de 15 m de comprimento, 7 m de largura, volume de 135
m? de dejeto suinicola, com alimentacao diaria de 3 m3/dia e tempo de retencéo 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. Amostras
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foram transportadas refrigeradas até o Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC,
sob refrigeracéo.

2.2 Sementes de M. oleifera

Sementes de M. oleifera foram obtidas comercialmente. As sementes integras da
planta possuem um envoltério ndo membranoso e uma membrana alada que circunda a
semente conforme a Figura 1.

Figura 1: Sementes de M. oleifera integras. Indicando as membranas aladas (indicadas por “1” em
vermelho), seu envoltério ndo membranoso (indicadas por “2” em azul).

2.3 Avaliacao e Quantificacao de Patégenos Entéricos Virais

2.3.1 Virus entéricos

Para a concentracdo de &cidos nucléicos das amostras, o HAdV-5 foi utilizado
como controle interno nas amostras, previamente inoculadas com 3x10® PFU (unidades
formadoras de placa). Os acidos nucléicos virais foram extraidos através do kit comercial
PureLink® Viral RNA/DNA, Invitrogen (Life Technologies), de acordo com as instrucdes
do fabricante, utilizando-se 200 yL de cada amostra. O concentrado de material genético
foi armazenado a - 20 °C para sua amplificacao e quantificagéo viral pelo método de PCR
(Reacgao da Cadeia da Polimerase) em tempo real (QPCR).

Os protocolos utilizados nas qPCRs sdo os mesmos descritos em Hundesa et al.
(2009), Opriessnig et al. (2003), Jothikumar et al. (2006), Zeng et al. (2008) e Hernroth
et al. (2002), visando a detecgdo e quantificacdo PAdV, PCV-2, HEV, RV-A e do controle
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interno HAdV-5, respectivamente. Para virus de RNA, como foi o caso do RV-A e HEV, foi
utilizado o OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN), contendo a enzima transcriptase reversa, o que
permite a sintese do cDNA previamente a gPCR, promovendo a RT-gPCR em uma Unica
reacdo. Plasmideos contendo os fragmentos génicos dos virus avaliados foram utilizados
em diluicdo seriada para a formacéo da curva padrao. 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).

2.3.2 Analises de E. coli

A analise e quantificag@o 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 colénias rosas). O
efluente foi diluido seriamente na base 10 em tampé&o 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¢cbes
assépticas e as placas foram incubadas a 37°C durante 24h. A contabilizacdo deu-se em
Unidade Formadora de Colénia (UFC)/ml.

2.4 Andlise de Turbidez Adaptada - Espectrofotometria Optica

Para fins de analises de turbidez dos efluentes, realizou-se a avaliagéo espectral
da densidade oOptica (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.

2.5 Desenho Experimental

Realizaram-se trés ensaios para alcancar os respectivos objetivos deste estudo:
Ensaio 1 (Piloto investigativo com sementes integras de M. oleifera—denominado tratamento
SIMO); Ensaio 2 e 3 (ensaios dependentes usando MASMO seguido de sedimentacéo,
respectivamente).

a) 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 turbidez em efluentes da
suinocultura. Para tal fim, sementes integras foram adicionadas na concentragéo de 62
mg/L, 125 mg/L e 240 mg/L, considerando estudos prévios da literatura (BHUPTAWAT et
al., 2007). O efluente foi mantido em agitacdo constante (150 RPM-min), em temperatura
ambiente de 23°C. Amostragens de 1-4 ml foram retiradas para analises de turbidez
considerando intervalos de 0, 2, 4, 6 e 8h de tratamento. Controles néo tratados igualmente
foram avaliados. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas experimentais
independentes.
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B) Ensaio 2: Tratando efluente suinicola com membrana alada de M. oleifera
(MASMO)

Para fins de estudo da hip6tese de que a membrana alada da casca da semente
possuia capacidade de adsorgdo/redugédo microbiana, realizou-se a segregacdo de tal
membrana de cada unidade de semente individualizada. Em virtude de que os resultados
do ensaio 1 apresentaram melhor redug¢édo 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 2.

Figura 2: Comparagéo 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 relacéo de 2,59 de sementes para 0,17 g de membranas aladas.

Os ensaios foram conduzidos nas mesmas condi¢des que o ensaio 1 (descrito
acima), utilizando-se efluente da suinocultura sabidamente negativo para PAdV, RVAe HEV,
mas positivo para PCV-2. Para andlises 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). Como controle interno viral do processo, utilizou-
se o HAdV-5, previamente produzido em cultura celular no LVA, o qual foi inoculado na
concentragdo de 3x10° PFU/mI.

Nesse experimento o tratamento baseou-se exclusivamente em MASMO, analisando-
se aqui a redugéo de turbidez, PCV-2 natural e E. coli inoculada (ambos microrganismos
abundantes em efluentes da suinocultura e modelos microbianos para estudos).

C) Ensaio 3: Sedimentacao natural pés-tratamento MASMO

Adicionalmente, ap6s 8h de tratamento na condicdo MASMO (Ensaio 2), realizou-se
ensaio de sedimentacdo das membranas e verificagdo da redugao de virus e bactérias no
efluente tratado. Efluentes foram colocados em repouso para processo de sedimentagcéo
natural em tempo fixo de 15 min. Apos tal intervalo, 5 ml de amostras do sobrenadante
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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.

2.6 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 de 1% de antibiéticos (Penicilina G 100U/
ml; Streptomicina 100U/ml e Anfotericina B 25g/ml) 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 solugéo salina (PBS pH 7,0) e receberam 100 pl das respectivas diluicbes
em duplicata, sendo ent&o incubadas em estufa de CO, a 37°C durante 1h. Em seguida,
o sobrenadante foi aspirado e 1 ml do meio de manuteng¢é@o (Meio Minimo Essencial -MEM
1X, 1% Antibioticos, 2% Soro Fetal Bovino) foi adicionado em cada pogo. As placas foram
entdo levadas novamente a estufa de cultura celular animal, na qual permaneceram por
12h (afim de evitar grande propagacdo de fungos e bactérias, bem como viral). Apos
esse periodo houve remocgéo do meio de cultura, lavagem celular com solucdo de PBS e
coloracao de células viaveis usando 250 pl de preto de naftaleno. A citotoxicidade aparente
foi avaliada por meio de comparacgéo da viabilidade celular entre células controle e aquelas
desafiadas com os efluentes da suinocultura.

2.7 Analises Estatisticas

Analises estatisticas de variacao entre os grupos experimentais foram conduzidos no
GraphPad Prisma 5.0 (EUA) usando o teste ANOVA e regresséo linear, sendo consideradas
diferengas significativas quando p=0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio 1 - SEMENTE iNTEGRA (SIMO)

Nas andlises do ensaio 1 observou-se a maior reducdo da turbidez utilizando
125 mg/L de SIMO. A Tabela 1 demonstra os resultados da analise de turbidez por
espectrofotometria éptica, havendo uma redugcao maxima de 53,78% da turbidez usando
125 mg/L de sementes.
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Tempo 62 mg/L 125 mg/L 240 mg/L Controle nao
(horas) 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 1,41 2,09
Reducéo Total 19,45 53,78 30,8 9,5
(%)

Tabela 1: Média dos resultados da turbidez via leitura espectométrica em SpectraMax ® M2°¢ a 540 nm
e a reducéo percentual apos os tratamentos usando sementes integras de M. oleifera.

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

significativa no tratamento SIMO usando 125 mg/L — Figura 3.

DO (540 nm)

Tempo (horas)

Figura 3: Redugéo com tendéncia linear de decaimento da turbidez no tratamento SIMO usando 125
mg/L.

62 mg/L

240 mg/L
Controle

—
-+ 125mg/L
-
-

As sementes integras podem ter atuado na agregacéo de sélidos em suspenséo

reduzindo a turbidez aparente dos efluentes em relagdo ao controle. Além disso, o

estudo de toxicidade nado apresentou efeitos citotoxicos nas diluicbes 1:128 e 1:264,

porém apresentando citotoxicidade nas diluicbes 1:32 e 1:64 do efluente tratado em

comparacao com o controle em células VERO. Isso é um fato inédito, pois ndo usamos

semente maceradas e sim integras, evitando a maior liberagdo de compostos toxicos,

porém mostrando sua capacidade na reducdo de turbidez amostral. Estudos prévios

demonstram a efeitos citotoxicos, mesmo em altas diluicbes, superiores a 1:1000 em
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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).

Esses dados foram fundamentais para avaliarmos o quanto a membrana alada de
M. oleifera era responsavel por tal redugéo de turbidez, bem como passou-se a questionar
se haveria eficiéncia em reduzir patdbgenos entéricos.

3.2 EnsaioS 2 e 3 - Tratando efluente suinicola com membrana alada de M.
oleifera (MASMO) seguido de sedimentacéao

*  Turbidez

Os dados do primeiro experimento foram importantes para formular o desenho
experimental dos Ensaios 2 e 3, validando o possivel efeito adsortivo de MASMO.

A Figura 4 apresenta a turbidez de efluente tratado e nédo tratado com MASMO em
até 8h. Entre 6 e 8 h a curva do controle interpola-se com a curva do tratado, demostrando
uma potencial tendéncia de reducao da turbidez. No entanto ndo houve reducéo significativa
da turbidez do efluente suinicola tratado com MASMO até as primeiras 8 h de avaliagéo.

A variacdo de turbidez tanto no controle quanto no tratamento, pode ser devido
a replicacédo 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.

Turbidez - MASMO
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DO (540 nm)
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Figura 4: Turbidez de efluente tratado e n&o tratado com MASMO em até 8h.
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No entanto ap6s sedimentacdo de 15 minutos o efluente tratado com MASMO teve
reducdo de 69% em sua turbidez, quando comparado ao controle ndo tratado (Tabela
2). Isso representa um importante achado do ponto de vista operacional do tratamento
de MASMO seguido de sedimentacdo do efluente, visando maior remocdo de sélidos

suspensos.

MASMO-

Sedimentacao Controle nao tratado

Tempo (15min)

2 0,96+0,06 1,39+0,29

Reducéao Total (%) 69,06

Tabela 2: Redugao da turbidez do efluente suinicola apés MASMO seguido de sedimentacéo de 15 min
em relagé@o ao controle n&o tratado.

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 fenbmeno de
sedimentacéo. Esse teste nao foi realizado no primeiro ensaio porque usando SIMO havia
floculagdo das sementes e ndo sedimentagédo como ocorrido em MASMO.

+ Reducéao viral e bacteriana

Quando PCV-2 foi avaliado durante o tratamento do efluente da suinocultura usando
MASMO, entre 4-8 h houve uma redugéo viral significativa de 3 log,; (99,9%) em relagéo
ao controle ndo tratado. Quanto ao HAdV-5, usado como controle viral interno, houve uma
redugéo branda e n&o significativa de 1 log,, apos 6h de tratamento usando MASMO (Figura
5). Considera-se ainda que o HAdV-5 foi inoculado artificialmente na amostra, para fins
de controle viral; Ja& o PCV-2 naturalmente ocorre nessas amostras, estando aclimatado
e propiciando avaliar melhor seu comportamento experimental frente ao MASMO. A
reducéo viral pode estar relacionada com a ampla afinidade de virus ndo envelopados com
compostos organicos em suspensao. Podendo por um lado, auxiliar na sedimentacgéo viral
e predacao por protozoarios ali presentes, bem como, inferir em uma maior estabilidade
destes virus ao gerar o efeito agregativo (CHATTOPADHYAY et al., 2000; CHATURVEDI et
al., 2004; AL-BADAIl AND SHUHAIMI-OTHMAN 2015).
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Figura 5: Média detectada de HAdV-5 e PCV-2 ap6s tratamento com MASMO, onde o controle e
tratamento (MASMO) estéo representados em cores laranja e azul, respectivamente.

Cabe ressaltar que a inibicdo e/ou reducéo de PCV-2 possui grande importancia
no ambito de se obter granjas suinicolas que evitem retro-infecgdo no sistema, possuindo
grande capacidade de contaminacao de um sistema de criagdo ap6s contato com uma cepa
viral ativa. Tal virus € amplamente distribuido em criagdes de suinos no mundo, sendo raro
0s casos no qual ha granjas livres do patogeno. PCV-2 ocasiona diversas lesdes teciduais
e enfraquece o organismo, sendo que tal virus pode provocar infeccdo em todas as fases
de criacao animal, independente do estado imunolégico (OPRIESSNIG et al., 2020).

Os ensaios de citotoxicidade demostraram que MASMO n&o apresentou efeitos
negativos sob células animais (VERO), mesmo em diluicdo baixas (1:32; 1:64; 1:128 e
1:264), do efluente tratado apdés 8h em comparagédo com o controle ndo tratado neste
mesmo tempo.

E importante ressaltar que certos peptideos encontrados no interior das sementes

de M. oleifera apresentaram facilidade em se ligar em particulas negativamente carregadas

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 3 Capitulo 5 “



de caracteristica coloidal, como por exemplo, particulas virais (BARAKAT et al., 2016),
havendo reducgdo 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 o processo de maceragao que pode interferir na toxicidade da
matriz ambiental tratada.

No que se referiu a E. coli avaliada em MASMO n&o houve redugéo significativa,
havendo apenas as 8h de tratamento a interpolacéo das curvas de efluentes néo tratado e
tratado, o que indicaria um possivel inicio de inativacao ou redugéo bacteriana (Figura 6).
Observa-se uma flutuacéo nos valores de E. coli ao longo das 8 horas experimentais. Tal
flutuacdo pode ser devido a influéncia da adi¢cdo de nutrientes no efluente comparado ao
controle, hipotetizando que entre 4 e 6 h MASMO pode ter auxiliado no desenvolvimento

bacteriano.

Reducgdo bacteriana
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Figura 6: Variagdo em unidades formadoras de colbnias de E.coli apés tratamento com MASMO.
Controle e tratamento (MASMO) estao representados respectivamente em laranja e azul.

Considerando o fendmeno de sedimentacao ap6s 8h de MASMO houve reducgéo 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 sedimentacgéao viral ou sua inativagdo, comprovando
assim o efeito agregativo ou inativatoério em relagéo aos controles néo tratados com MASMO
e igualmente sedimentados.

Essa possivel atrag@o deve-se a capacidade adsortiva de patégenos as membranas
que podem desempenhar um importante papel como biofiliros, como foi demonstrado por
Xiong et al. (2017) a qual aumentou significamente a eficacia a retencdo de impurezas
d’agua apo6s a adicao de sementes de M. oleifera em filtros de areia. Assim como
Francisco et al. (2014), a qual aumentou a eficiéncia de biofiltros compostos orgénicos
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como carvao e folhas de eucalipto e bambu, apés a adicdo do extrato do interior da semente
de M. oleifera. Ao invés do extrato do interior da semente, a qual € comumente utilizado
para aumentar capacidades de retencao de particulas em suspensao, 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 numero total de suinos entre 1960 e
2010 (FAO, 2019) e com a perspectiva da populagdo mundial de alcancar 9,6 bilhdes de
individuos em 2050 (UN, 2013), demandando proteina para fonte nutricional, bem como
producéo de gréos, cada vez mais o aspecto sanitario e epidemiolégico 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 anaerodbia, séo
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 redugéo
de patoégenos virais e bacterianos.

41 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
producao de alimentos e medicamentos), alcan¢cando a redugéo de patbgenos bacterianos
e virais em efluentes da suinocultura, visando melhorias para fins de biofertiliza¢éo.
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