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APRESENTAÇÃO 
As Ciências Biológicas integram diversas áreas do conhecimento que estudam os 

seres vivos e suas relações entre o meio ambiente, além de mecanismos e processos 
que acondicionam a vida. Sua integração envolve ciências da saúde, biotecnologia, meio 
ambiente, biodiversidade entre outros fatores. 

Descobertas e inovação no âmbito das Ciências Biológicas exigem a compreensão 
de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a ação de processos evolutivos, 
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condições ambientais e o 
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, os seres humanos não estão isolados. Eles 
estabelecem sistemas que constituem complexas relações de interdependência.

Neste contexto a obra “Ciências Biológicas: realidades e virtualidades” foi 
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 está organizado com 17 capítulos 
e o volume 3 com 15. Os capítulos contaram com a autoria de diversos profissionais, 
universitários e/ou pesquisadores de diferentes regiões do Brasil, que compartilham seus 
dados resultantes de pesquisas de natureza básicas e aplicadas, revisões de literatura, 
ensaios teóricos e vivências no contexto educacional relacionado às Ciências da Vida.

Desejamos que esta coletânea contribua para o enriquecimento da formação 
universitária e da atuação profissional no âmbito das Ciências da Vida. Agradeço os autores 
pelas contribuições que tornaram essa edição possível, e juntos, convidamos os leitores 
para desfrutarem as publicações.

Edson da Silva
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RESUMO: Moringa oleifera é uma planta originária 
do Sul da Ásia e é conhecida popularmente como 
Acácia-branca. Tal espécie é reconhecida por 

diversos povos como uma “árvore milagrosa” 
devido às diversas propriedades medicinais 
e nutricionais presentes nas folhas, raízes, 
sementes, cascas e fl ores. Uma de suas 
características mais promissoras diz respeito 
à purifi cação de águas para consumo humano, 
devido a presença 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 adsorção e/
ou coagulação de agentes biológicos, como 
bactérias e vírus entéricos, bem como de matéria 
orgânica. Nesse sentido, o presente estudo visou 
avaliar a capacidade de redução da turbidez de 
águas residuárias da suinocultura, bem como o 
processo de redução e/ou adsorção de bactérias 
entéricas (representadas pela Escherichia coli.) 
e dos vírus entéricos (representados pelos 
Circovírus porcino – PCV-2 e pelo Adenovírus 
Humano respiratório– HAdV-5 utilizado como 
controle interno viral) mediado por sementes 
íntegras de  M. oleifera, assim como por 
somente membranas aladas dessas sementes. 
A concentração de 125 mg/L de semente 
apresentou redução signifi cativa na turbidez 
do efl uente, sendo, portanto, considerada a 
concentração 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 efl uentes da suinocultura. Em 
até 8h houve avaliação da redução de turbidez 
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e patógenos, 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 após período de 
repouso / precipitação das membranas por 15 minutos. Assim, o uso de membranas aladas 
de M. oleifera seguido de processo de sedimentação, apresenta potencial como biomaterial 
a ser explorado na descontaminação de águas residuárias visando seu reciclo para fins de 
recuperação hídrica e de nutrientes.
PALAVRAS - CHAVE: Biocontrole; Recuperação de recursos naturais; Águas Residuárias; 
Vírus entéricos; Bactérias entéricas. 

1 | 	INTRODUÇÃO
Como grande parte dos países em desenvolvimento, o Brasil não possui sistemas 

eficientes de tratamento de água para atender a maioria de sua população, enfrentando 
falta de água limpa mesmo com o enorme volume hídrico do país. Sendo que entre 2003 a 
2016, o país teve aproximadamente 50% de seus municípios (2,783) declarados em estado 
de emergência devido a secas prolongadas (ANA, 2017). Grande parte desse problema é 
devido à poluição por dejetos domésticos, dejetos industriais e provenientes da agricultura, 
assim como sistemas de descontaminação inapropriados ou ausentes (FERREIRA et al., 
2019). 

Um dos principais setores responsáveis pela contaminação de recursos hídricos no 
Brasil, porém essencial para o desenvolvimento econômico do país, é o setor agropecuário. 
Ele consome grande quantidade de água em sua atividade, utilizando cerca de 70% de toda 
a água canalizada do país (SEBRAE, 2014; HESPANHOL, 2002). Um sistema de reuso 
seguro proveniente dos setores agropecuários, portanto, é altamente pertinente dentro do 
conceito de economia circular, visto a possibilidade de reciclo hídrico e de nutrientes para 
fins de lavação de instalações, para fertilização de solos e irrigação de plantas (VIANCELLI 
et al., 2013; VELHO et al., 2012; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016).

Dentre as atividades do setor agropecuário que mais utilizam e contaminam água 
está a suinocultura, estimando-se o consumo de 6m3 de água para produzir um kilo de carne 
suína (PALHARES et al., 2011). A criação de suínos, além de necessitar de um consumo 
elevado de água para manutenção dos animais, acarreta na contaminação de grandes 
volumes desse recurso hídrico, inviabilizando sua reutilização sem tratamento prévio. 

Na China granjas de suínos em pequena escala produzem cerca de 216 a 773 
toneladas (Zhang et al., 2017) de dejetos anualmente, tais excretas possuem usualmente 
uma alta concentração de bactérias e protozoários entéricos, muitos responsáveis 
por diversos surtos na indústria de alimentos e consumo local como: Escherichia coli, 
Listeria monocytogenes, Citrobacter freundii, Salmonella, Campylobacter, Yersinia, 
Cryptosporidium e Giardia (GUAN et al., 2003; GIÁCOMAN-VALLEJOS et al., 2015). Ainda, 
ressalta-se que essas matrizes ambientais podem apresentar vírus entéricos, muito deles 
zoonóticos. O Circovírus porcino (PCV2), Adenovírus porcino (PAdV), Rotavírus A (RV-A), 
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vírus da hepatite E (HEV), entre outros, são exemplos de patógenos virais que podem estar 
presentes nos dejetos suinícolas (VIANCELLI et al., 2012; MENG, 2013; FONGARO et al., 
2015; VLASOVA et al., 2017; SOUZA et al., 2020).

O método mais comumente utilizado na região Sul brasileira para tratar dejetos 
provenientes da atividade da suinocultura, baseia-se em biodigestão, por meio de reatores 
chamados de biodigestores anaeróbios do tipo lagoa coberta (KUNZ et al., 2009). O sistema 
de tratamento consiste em lagoas de dejetos suinícolas, nas quais as excretas dos animais 
(assim como possíveis carcaças) são acumuladas em câmaras hermeticamente fechadas 
e mantidas estocadas por cerca de 45 dias e retenção hidráulica (TRH) - (AMARAL et 
al., 2014). Os biodigestores anaeróbios (BA) do tipo Lagoa Coberta ou Canadense são 
os modelos mais adotados por propriedades suinícolas da região Sul brasileira, por seu 
menor custo de implantação e manutenção, quando comparados a outros modelos de 
biodigestores anaeróbios (OLIVEIRA, 2006). 

1.1	 PATÓGENOS ENTÉRICOS E MARCADORES DE CONTAMINAÇÃO FECAL 
NA SUINOCULTURA

1.1.1	 Vírus entéricos 

Os vírus entéricos são primariamente transmitidos por meio da via fecal-oral pela 
ingestão de água ou alimentos contaminados, podendo ser raramente transmitidos por via 
parental como é o caso do vírus da hepatite E (HEV) (SÁNCHEZ et al., 2016). 

Como os vírus são unidades que necessitam de um hospedeiro para seu 
desenvolvimento, não possuindo metabolismo próprio que lhes permita multiplicação ou 
propagação fora de um organismo vivo, eles se encontram vulneráveis quando expostos 
ao ambiente externo. Tendo a estabilidade e a sobrevivência influenciadas por suas 
características estruturais e pelos estresses sofridos no ambiente (SÁNCHEZ et al., 2016). 
Tais adversidades podem incluir: radiação ultravioleta, aumento da temperatura, disrupções 
físicas (como vibrações e pressão), proteases, lipases (no caso de vírus envelopados), 
salinidade, amônia, variações no pH, agentes virucidas produzidos artificialmente ou por 
organismos. Mesmo com a desvantagem adaptativa de não possuir metabolismo próprio 
a fim de contornar adversidades ambientais, os vírus entéricos costumam ter uma maior 
estabilidade em comparação aos patógenos bacterianos, podendo permanecerem estáveis 
por grandes períodos de tempo em ambientes inóspitos para a maior parte dos patógenos 
bacterianos (LOPMAN et al., 2004; SCALLAN et al., 2011). Tornando esses agentes 
infecciosos mais prevalentes em sistemas com baixo tratamento de resíduos ou águas 
(LOPMAN et al., 2004).

É importante realçar que quanto maior for o tempo de estabilidade do vírus em 
relação às forças externas, maior é seu potencial de transmissão. Pois o meio em que se 
encontra (seja um substrato como solo ou um meio líquido) permanece por mais tempo 
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infeccioso pela presença de partículas virais ativas ou “vírions” (RZEŜUTKA et al., 2004). 
Outro fator que eleva a periculosidade dos vírus entéricos em comparação com 

microrganismos bacterianos é a relação da dose infecciosa necessária para ocasionar um 
quadro de infecção, sendo necessário somente de 1 a 5 partículas virais ativas para ocasionar 
um quadro infeccioso (HUSMAN et al., 2013). Comparativamente, microrganismos como 
Campylobacter sp, patógeno frequente em contaminações, necessitam em torno de 100 a 
1000 unidades ativas para ocasionar uma infecção (ACHESON et al., 2001).

 Considerando que um indivíduo pode eliminar cerca de  a 1013 partículas por ml por 
meio de secreções como vômito ou diarreia, mesmo que assintomático, e visto como tais 
partículas podem se manter estáveis por grandes períodos mesmo em ambientes hostis, 
é fácil reconhecer como uma contaminação por estes patógenos podem se espalhar com 
grande facilidade e potencialmente, podendo os vírus 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 poliovírus, coxsackieviruses e echovírus  em diferentes tipos 
de águas (águas de rios poluídos e não poluídos, águas provenientes de lençóis freáticos 
e de abastecimento caseiro)  é menos de 1 log10 por dia (sendo a maior redução em águas 
de torneira com reduções diárias de  0.576 log10 d−1). 

Vírus podem ser propagados através da contaminação de superfícies. Bidawid 
et al. (2004) demonstrou que dedos contaminados por calicivírus felino são capazes de 
transferirem mais de 46% do total desses vírus para a superfície de lâminas de presunto 
durante sua manipulação. Adenovírus humano (HAdV-2) manteve-se infeccioso por mais 
de 120 dias a 20ºC em águas de aquíferos, apresentando somente uma redução de 2.4 logs 
da concentração original. Quando observada a temperatura de 4ºC, não houve decaimento 
significativo na concentração viral (OGORZALY et al., 2010). A diferença da estabilidade de 
amostras de rotavírus humano em diferentes temperaturas foram associadas por Raphael 
et al. (1985) à atuação de microrganismos, a qual possuíam uma taxa metabólica mais 
acentuada em altas temperaturas e assim produziam mais compostos reativos.

 Segundo a Organização Mundial da Saúde, o vírus da hepatite E (HEV) é o maior 
responsável por quadros de hepatite entérica mundialmente (WHO, 2011). Tal vírus é 
identificado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como sendo o responsável por 
cerca de 3.3% da mortalidade mundial relacionada às hepatites virais. De acordo o a OMS, 
tal patógeno é responsável por cerca de 20 milhões de infecções anualmente, constituindo 
3.3 milhões de casos assintomáticos 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 excreção do vírus 
por longos períodos. Em pacientes com prévias enfermidades hepáticas e gestantes, HEV 
pode ocasionar insuficiência hepática fulminante (JILANI et al., 2007). 

Além de ser um dos mais importantes vírus causadores de gastroenterites, 
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principalmente em países em desenvolvimento, e o principal agente em hepatites causadas 
por patógenos virais, tal vírus também precisa ser abordado como um contaminante tanto 
de animais quanto humanos, visto que possui característica zoonótica, podendo transitar 
de animais para humanos e vice-versa (GARCÍA et al., 2020). Algumas variantes são mais 
prevalentes em animais do que outras, havendo fenótipos que só infectam especificamente 
uma espécie, enquanto outros conseguem ocasionar doença em mais de uma espécie. As 
variantes HEV-1 e HEV-2, por exemplo, são conhecidas por somente provocar infecção em 
humanos. HEV-3 e HEV-4, as mais encontradas em suínos, possuem capacidade zoonótica, 
sendo o fenótipo do tipo “3” a mais prevalente em infecções humanas propagadas por 
contato prévio com o vírus replicado em hospedeiros suínos (GARCÍA et al., 2020).

Os rotavírus também possuem potencial zoonóticos e são frequentemente 
encontrados em mananciais contaminados por esgoto humano ou animal. De acordo com 
um relatório realizado com a UNICEF de 480.000 crianças menores do que 5 anos de 
idade morrem anualmente decorrente de quadros de diarreia provocados pela falta de água 
limpa de qualidade. O Rotavírus A (RV-A) é responsável por cerca de 29,3% desses óbitos 
mundialmente (LANATA et al., 2013). Pode iniciar uma infecção mesmo com um pequeno 
número de partículas virais ativas (GRAHAM et al., 1987). RV-A permaneceu infeccioso por 
mais de 200 dias em condições anaeróbicas, assim como em câmaras de dejetos de suíno 
por diversos meses, decaindo em somente um log após 6 meses (PESARO et al. 1995; 
SIDHU et al., 2015). Assim como demais vírus entéricos, tais patógenos possuem uma 
alta persistência frente às diferentes condições ambientais, sendo necessários protocolos 
adicionais de tratamento dos dejetos para sua remoção (SIDHU et al., 2015).

Outro vírus entérico importante no manejo de infecções em sistemas de suinocultura 
é o Porcino Vírus 2 (PCV2), que embora não seja um patógeno zoonótico, está entre 
os mais prevalentes e danosos em suínos. Seu quadro infeccioso ocasiona diversas 
alterações no sistema imunológico e danifica o aparelho respiratório, permitindo diversas 
infecções secundárias que podem ainda mais agravar o quadro (ROSE et al., 2012). 
Tal vírus pode ocasionar características clínicas, podendo ser muitas vezes confundido 
com um patógeno bacteriano por profissionais inexperientes. Quadros como o complexo 
de doenças respiratórios do suíno (PRDC), podendo em certos casos ser causada por 
microrganismos bacterianos, usualmente é caracterizado por proeminente perda de 
peso, emaciação, dispneia, taquipneia e icterícia (THACKER et al., 2001). Circovirose 
suína (PMWS) é caracterizada como danos ao sistema imunológico dos animais, um 
outro sintoma comum em animais infectados, podendo facilitar a infecção secundária do 
indivíduo debilitado (OPRIESSNIG et al., 2007). Síndrome dermatite e nefropatia suína 
(PDNS), caracterizada pelo aparecimento de lesões cutâneas como necrose e petéquias, 
febre, letargia e alteração da estrutura renal, podendo o quadro ser fatal em casos graves 
(OPRIESSNIG et al., 2007).

A maior parte das cepas de Escherichia coli são não patogênicas, sendo encontradas 
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comumente no intestino de animais e humanos como bactérias da microbiota natural, 
apresentando efeitos benéficos como a regulação da concentração de vitaminas K e B12 
no corpo (EGGESBØ et al., 2010). Porém, certas variedades patogênicas causam grandes 
danos no organismo nos animais infectados, como as E.coli enterohemorrágicas, podendo 
se alastrar em toda uma cadeia produtiva a partir de um material contaminado, sendo a 
análise de sua presença altamente visada em sistemas agropecuários (CROXEN et al., 
2013; STROMBERG et al., 2018).  

Visto à periculosidade das espécies patogênicas e levando em consideração que 
tal bactéria é um dos microrganismos mais estudados, E. coli é utilizada comumente como 
um marcador de contaminação por patógenos entéricos, sendo sua presença em águas 
e sólidos um indicativo de contaminação por excretas (WEN et al., 2020; CROXEN et al., 
2013). Sua redução, portanto, é um essencial indicador de qualidade sanitária.

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

A floculação de partículas orgânicas visando a redução da turbidez das águas é 
uma das técnicas mais tradicionais utilizadas pelo mundo e por grande parte da história 
humana. Tal método tem como objetivo reduzir o número total de substratos suspensos, 
a qual por sua vez podem estar abrigando uma larga quantidade de microrganismos 
aderentes (MATILAINEN et al., 2005). Nisso a agregação de partículas suspensas continua 
a ser um método viável no controle de patógenos no meio ambiente, sendo necessário 
a caracterização das propriedades físico-químicas e comportamentais entre o substrato, 
patógeno e coagulante para uma maior retenção de partículas potencialmente infecciosas. 

O uso de materiais orgânicos de característica floculante são candidatos cada 
vez mais explorados para serem utilizados como potenciais substitutos a métodos de 
coagulação tradicionais, como o uso de sulfato de alumínio. Ao contrário da aplicação de 
sulfato de alumínio, mais custoso e conhecido por deixar resíduos na água tratada, sendo 
associado com o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas como a doença de 
Alzheimer (YEGAMBARAM et al., 2015), as sementes de Moringa oleifera são biomateriais 
de baixo custo e biodegradáveis os quais demonstraram possuir propriedades como 
floculantes naturais de baixo impacto ambiental. Sendo, muito possivelmente, o melhor 
coagulante natural atualmente disponível (NOUHI et al., 2019).

M. oleifera, conhecida popularmente também como Acácia-branca, se refere à uma 
árvore nativa do Sul da Ásia (FAO, 2019) a qual tem havido uma crescente demanda para seu 
consumo assim como utilização de suas propriedades para fins de saúde em geral, sendo 
reconhecida tanto por suas qualidades nutritivas assim como suas alegadas propriedades 
no tratamento de doenças cardiovasculares, diabetes, câncer, etc (ANVISA, 2019). Em 
países como Índia, Etiópia, Filipinas, Sudão, entre outros, a M. oleifera é utilizada como um 
importante suplemento nutricional. Sendo consumido tanto suas sementes, folhas, casca, 
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raízes e flores (FAO, 2019). Por suas qualidades medicinais e alimentícias, tal planta é 
referida como a “árvore milagrosa” por diversas tribos africanas (MATIC et al. 2018).   Uma 
importante aplicação da M. oleifera se dá com a aplicação do macerado das sementes 
na desinfecção de reservatórios de água, bem como na redução da turbidez da mesma, 
diminuindo o número de partículas sólidas que servem de substrato para patógenos se 
desenvolverem e se protegerem (BAPTISTA et al., 2017; DELELEGN et al. 2018). Tal 
utilização já era observada por comunidades mais carentes do Sudão, assim como em 
áreas da Indonésia, Nordeste da África e América do Sul, que empregavam a semente 
macerada como alternativa à aplicação de sulfato de alumínio em locais de baixa renda 
(SUTHERLAND JP, FOLKARD G, GRANT WD, 1990).	

1.3	 Cascas de M. Oleifera para o Tratamento de Águas ResiduaiS
Ao contrário de sulfato de alumínio e outros agentes coagulantes metálicos, 

compostos orgânicos, como extratos a base de M. oleifera, além de serem biodegradáveis 
apresentam baixa toxicidade (MADRONA et al., 2012). Porém, tal pressuposto pode ser 
necessário ser revisto com mais dados devido às características bioquímicas específicas 
da M. oleifera, visto que já foram observados efeitos citotóxicos com concentrações 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 tóxica em Cyprinus carpio (capa-comum), identificando 
uma concentração subletal a 124 mg/L, inferindo que tais compostos podem trazer efeitos 
adversos à diferentes espécies de um local de aplicação, como por exemplo, caso tal 
tecnologia fosse inserida em um rio ou fonte de água potável além da prevista aplicação 
em águas suinícolas. Porém, não se sabe se tal efeito é similar em cascas de M. oleifera, 
sendo necessário experimentos futuros para verificar a segurança do material em largas 
aplicações.

A capacidade de floculação se dá pela presença de floculantes no macerado da 
semente, tais como globulina e albumina, aos quais foram verificadas proporcionando uma 
alta redução da turbidez da água, assim como uma significativa purificação da mesma. 
Porém, pouco se sabe a respeito da capacidade floculante da membrana “alada” que 
envolve as sementes de moringa, as quais são descartadas muitas vezes em processos 
que utilizam tal macerado para a floculação e ainda que utilizam a semente para fins 
alimentícios e fitoterápicos (GARCIA-FAYOS et al. 2015; BAPTISTA et al. 2017; DELELEGN 
et al. 2018; HOA e HUE 2018; VALVERDE et al. 2018). 

Estudos associaram a capacidade floculante dos extratos de M. oleifera à presença 
de proteínas de alto peso molecular (em torno de 13 kDa) com capacidade de adsorção de 
moléculas presentes na água, apresentando ponto isoelétrico de 10 e 11, demonstrando 
o caráter catiônico dessas proteínas. Experimentos anteriores utilizando macerados de 
sementes descascadas e sementes íntegras (apresentando tanto extratos macerados 
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do interior da semente como sua casca) indicaram que sementes íntegras apresentaram 
menor capacidade adsortiva em águas em comparação às descascadas. Isso demonstra 
uma clara concentração das proteínas ativas em seu interior, porém, como há uma grande 
concentração de proteínas e óleos em sua casca é possível que haja a presença das 
mesmas proteínas coagulantes, porém em menor quantidade (NDABIGENGESERE et al., 
1995).

Outro poluente de recursos hídricos que está correlacionado aos surtos por patógenos 
virais é a presença elevada de metais na água. Tal presença está diretamente relacionada 
às diversas interações entre as proteínas virais, promovendo uma maior funcionalidade 
e estabilidade nessas estruturas (AL-BADAII e SHUHAIMI-OTHMAN, 2015). Diversos 
metais como zinco, cobre e manganês mediam a atividade viral, aumentando a taxa de 
sobrevivência assim como a taxa de suscetibilidade de infecção (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 presença 
de vírus viáveis nas águas onde suas concentrações são maiores, como por exemplo, é 
observado em estudo com o HADV em águas com alta presença de manganês, níquel, 
arsênio, bário e chumbo (REIS et al., 2019). 

Estudos anteriores demonstraram eficiência na utilização de “bolos” de M. oleifera 
(obtidos pelo mascaramento das sementes e sucessivas secagem do material a fim de 
obter um material com consistência de pasta) na absorção de diferentes tipos de metais 
em água, incluindo chumbo (GONÇALVES JUNIOR et al., 2013). Porém pouco se sabe se 
um resultado semelhante pode ser obtido pela utilização de cascas das sementes que são 
comumente descartadas. Neste sentido, o presente estudo baseou-se na hipótese de que 
membranas aladas de semente de M. oleifera atuam na redução de turbidez, E. coli e vírus 
entéricos em efluentes suinícolas. 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	 Efluentes da Suinocultura: Coletas e Características Fisico-Químicas
Para realização deste estudo foram coletados efluentes da saída de biodigestores 

anaeróbios provenientes de três granjas de criação de suínos, situadas no município de 
Concórdia-SC (27º18’ S, 51º59’ W). Tratavam-se de granjas de suínos em fase de engorda 
(fase de terminação), com aproximadamente 300 animais em cada uma. Os biodigestores 
anaeróbios possuíam uma média de 15 m de comprimento, 7 m de largura, volume de 135 
m³ de dejeto suinícola, com alimentação diária de 3 m³/dia e tempo de retenção hidráulica 
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 Laboratório de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC, 
sob refrigeração. 

2.2 Sementes de M. oleifera
Sementes de M. oleifera foram obtidas comercialmente. As sementes íntegras da 

planta possuem um envoltório não membranoso e uma membrana alada que circunda a 
semente conforme a Figura 1.

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

2.3 Avaliação e Quantifi cação de Patógenos Entéricos Virais 

2.3.1 Vírus entéricos

Para a concentração de ácidos nucléicos das amostras, o HAdV-5 foi utilizado 
como controle interno nas amostras, previamente inoculadas com 3×106 PFU (unidades 
formadoras de placa). Os ácidos nucléicos virais foram extraídos através do kit comercial 
PureLink® Viral RNA/DNA, Invitrogen (Life Technologies), de acordo com as instruções 
do fabricante, utilizando-se 200 µL de cada amostra. O concentrado de material genético 
foi armazenado à - 20 ℃ para sua amplifi cação e quantifi cação viral pelo método de PCR 
(Reação da Cadeia da Polimerase) em tempo real (qPCR). 

Os protocolos utilizados nas qPCRs são 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 detecção e quantifi cação PAdV, PCV-2, HEV, RV-A e do controle 
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interno HAdV-5, respectivamente.  Para vírus 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 síntese do cDNA previamente à qPCR, promovendo a RT-qPCR em uma única 
reação. Plasmídeos contendo os fragmentos gênicos dos vírus avaliados foram utilizados 
em diluição seriada para a formação da curva padrão. Todas as análises 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	 Análises de E. coli 

A análise e quantificação de E. coli foi realizada por meio de isolamento direto em 
Ágar seletivo e diferencial MacConkey (frequentemente utilizado para diferenciar vários 
bacilos gram-negativos capazes de fermentar a lactose, produzindo colônias rosas). O 
efluente foi diluído seriamente na base 10 em tampão fosfato salino 1 X (pH 7,5). Um total 
de 100 uL de cada diluição até na diluição de 100 mil vezes foi plaqueado em condições 
assépticas e as placas foram incubadas a 37°C durante 24h. A contabilização deu-se em 
Unidade Formadora de Colônia (UFC)/ml. 

2.4	 Análise de Turbidez Adaptada - Espectrofotometría Óptica 
Para fins de análises de turbidez dos efluentes, realizou-se a avaliação espectral 

da densidade óptica (DO) utilizando o aparelho SpectraMax®️ M2e. As leituras foram 
realizadas na faixa de 540 nm, usando 200µL de efluente em placas de 96 cavidades, em 
quadruplicatas. 

2.5	 Desenho Experimental
Realizaram-se três ensaios para alcançar os respectivos objetivos deste estudo: 

Ensaio 1 (Piloto investigativo com sementes íntegras de M. oleifera – denominado tratamento 
SIMO); Ensaio 2 e 3 (ensaios dependentes usando MASMO seguido de sedimentação, 
respectivamente).

a) Ensaio 1: Piloto investigativo usando semente íntegra 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 íntegras reduzirem turbidez em efluentes da 
suinocultura.  Para tal fim, sementes íntegras foram adicionadas na concentração 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 agitação constante (150 RPM-min), em temperatura 
ambiente de 23°C. Amostragens de 1-4 ml foram retiradas para análises de turbidez 
considerando intervalos de 0, 2, 4, 6 e 8h de tratamento. Controles não tratados igualmente 
foram avaliados. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas experimentais 
independentes. 

https://kasvi.com.br/wp_kasvi/produtos/?ref=K25-610028&desc=agar-mac-conkey.-frasco-500g
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B) Ensaio 2: Tratando efl uente suinícola com membrana alada de M. oleifera
(MASMO)

Para fi ns de estudo da hipótese de que a membrana alada da casca da semente 
possuía capacidade de adsorção/redução microbiana, realizou-se a segregação de tal 
membrana de cada unidade de semente individualizada. Em virtude de que os resultados 
do ensaio 1 apresentaram melhor redução da turbidez dos efl uentes tratados usando 
a concentração de 125 mg/L de sementes íntegras, utilizou-se esse quantitativo para 
a extração mecânicas das membranas aladas de cada grão, rendendo 0,85 mg/L de 
membranas aladas de sementes de M. oleifera (MASMO) – Figura 2. 

Figura 2: Comparação entre a semente de Moringa oleifera (A: placa à esquerda) e sua membrana 
“alada” (B: placa à direita), onde o volume de membranas da imagem corresponde diretamente às 
sementes descascadas em uma relação de 2,5g de sementes para 0,17 g de membranas aladas.

Os ensaios foram conduzidos nas mesmas condições que o ensaio 1 (descrito 
acima), utilizando-se efl uente da suinocultura sabidamente negativo para PAdV, RVA e HEV, 
mas positivo para PCV-2. Para análises bacterianas, utilizou-se como modelo E. coli, sendo 
inoculado artifi cialmente 3×106 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 
concentração de 3×106 PFU/ml.

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

C)  Ensaio 3: Sedimentação natural pós-tratamento MASMO 
Adicionalmente, após 8h de tratamento na condição MASMO (Ensaio 2), realizou-se 

ensaio de sedimentação das membranas e verifi cação da redução de vírus e bactérias no 
efl uente tratado. Efl uentes foram colocados em repouso para processo de sedimentação 
natural em tempo fi xo de 15 min. Após tal intervalo, 5 ml de amostras do sobrenadante 
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foram recolhidas e analisadas de acordo com turbidez, E. coli e vírus entéricos (PCV-
2 e HAdV-5), conforme o realizado com as amostras anteriores, considerando efluentes 
suinícolas tratados e não tratados com MASMO.

2.6	 Citotoxicidade DOs efluentes tratados com SIMO e MASMO
Ensaios de citotoxicidade do efluente pós-tratamento com SIMO e MASMO foram 

conduzidos em cultura celular animal, usando a linhagem VERO (oriundas de rim de macaco 
verde da África -ATCC® CCL81™). Para o ensaio, o efluente controle e os tratados com 
MAMO e SIMO foram previamente adicionados de 1% de antibióticos (Penicilina G 100U/
ml; Streptomicina 100U/ml e Anfotericina B 25g/ml) e diluídos (1:32; 1:64, 1:128, 1:264). As 
células VERO previamente cultivadas foram alocadas em placas de 24 cavidades, foram 
lavadas com solução salina (PBS pH 7,0) e receberam 100 μl das respectivas diluições 
em duplicata, sendo então incubadas em estufa de CO2  a 37°C durante 1h. Em seguida, 
o sobrenadante foi aspirado e 1 ml do meio de manutenção (Meio Mínimo Essencial -MEM 
1X, 1% Antibióticos, 2% Soro Fetal Bovino) foi adicionado em cada poço. As placas foram 
então levadas novamente à estufa de cultura celular animal, na qual permaneceram por 
12h (afim de evitar grande propagação de fungos e bactérias, bem como viral). Após 
esse período houve remoção do meio de cultura, lavagem celular com solução de PBS e 
coloração de células viáveis usando 250 μl de preto de naftaleno. A citotoxicidade aparente 
foi avaliada por meio de comparação da viabilidade celular entre células controle e àquelas 
desafiadas com os efluentes da suinocultura.

2.7	 Análises Estatísticas
Análises estatísticas de variação entre os grupos experimentais foram conduzidos no 

GraphPad Prisma 5.0 (EUA) usando o teste ANOVA e regressão linear, sendo consideradas 
diferenças significativas quando p≤0,05. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1	 Ensaio 1 - SEMENTE ÍNTEGRA (SIMO)
Nas análises do ensaio 1 observou-se a maior redução da turbidez utilizando 

125 mg/L de SIMO. A Tabela 1 demonstra os resultados da análise de turbidez por 
espectrofotometria óptica, havendo uma redução máxima de 53,78% da turbidez usando 
125 mg/L de sementes. 
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Tabela 1: Média dos resultados da turbidez via leitura espectométrica em SpectraMax ® M2e à 540 nm 
e a redução percentual após os tratamentos usando sementes íntegras de M. oleifera.

Houve uma tendência linear de decaimento entre os tempos 2 e 6 h com redução 
signifi cativa no tratamento SIMO usando 125 mg/L – Figura 3. 

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

As sementes íntegras podem ter atuado na agregação de sólidos em suspensão 
reduzindo a turbidez aparente dos efl uentes em relação ao controle. Além disso, o 
estudo de toxicidade não apresentou efeitos citotóxicos nas diluições 1:128 e 1:264, 
porém apresentando citotoxicidade nas diluições 1:32 e 1:64 do efl uente tratado em 
comparação com o controle em células VERO. Isso é um fato inédito, pois não usamos 
semente maceradas e sim íntegras, evitando a maior liberação de compostos tóxicos, 
porém mostrando sua capacidade na redução de turbidez amostral. Estudos prévios 
demonstram a efeitos citotóxicos, mesmo em altas diluições, 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 responsável por tal redução de turbidez, bem como passou-se a questionar 
se haveria eficiência em reduzir patógenos entéricos. 

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

•	 Turbidez

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

A Figura 4 apresenta a turbidez de efluente tratado e não 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 tendência de redução da turbidez. No entanto não houve redução significativa 
da turbidez do efluente suinícola tratado com MASMO até as primeiras 8 h de avaliação. 

A variação de turbidez tanto no controle quanto no tratamento, pode ser devido 
a replicação bacteriana no efluente. Tal comportamento, porém, não foi o mesmo obtido 
no Ensaio 1, podendo haver influência de inibição bacteriana da possível liberação de 
compostos da semente íntegra a qual não são encontrados nas membranas aladas. 
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Figura 4: Turbidez de efluente tratado e não tratado com MASMO em até 8h.
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No entanto após sedimentação de 15 minutos o efluente tratado com MASMO teve 
redução de 69% em sua turbidez, quando comparado ao controle não tratado (Tabela 
2). Isso representa um importante achado do ponto de vista operacional do tratamento 
de MASMO seguido de sedimentação do efluente, visando maior remoção de sólidos 
suspensos. 

Tempo (15min) MASMO-
Sedimentação Controle não tratado

2 0,96±0,06 1,39±0,29

Redução Total (%) 69,06

Tabela 2: Redução da turbidez do efluente suinícola após MASMO seguido de sedimentação de 15 min 
em relação ao controle não tratado. 

Examinando os dados de turbidez e comparando com estudos anteriores os 
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 fenômeno de 
sedimentação. Esse teste não foi realizado no primeiro ensaio porque usando SIMO havia 
floculação das sementes e não sedimentação como ocorrido em MASMO.

•	 Redução viral e bacteriana

Quando PCV-2 foi avaliado durante o tratamento do efluente da suinocultura usando 
MASMO, entre 4-8 h houve uma redução viral significativa de 3 log10 (99,9%) em relação 
ao controle não tratado. Quanto ao HAdV-5, usado como controle viral interno, houve uma 
redução branda e não significativa de 1 log10 após 6h de tratamento usando MASMO (Figura 
5). Considera-se ainda que o HAdV-5 foi inoculado artificialmente na amostra, para fins 
de controle viral; Já o PCV-2 naturalmente ocorre nessas amostras, estando aclimatado 
e propiciando avaliar melhor seu comportamento experimental frente ao MASMO. A 
redução viral pode estar relacionada com a ampla afinidade de vírus não envelopados com 
compostos orgânicos em suspensão. Podendo por um lado, auxiliar na sedimentação viral 
e predação por protozoários ali presentes, bem como, inferir em uma maior estabilidade 
destes vírus ao gerar o efeito agregativo (CHATTOPADHYAY et al., 2000; CHATURVEDI et 
al., 2004; AL-BADAII AND SHUHAIMI-OTHMAN 2015). 
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Figura 5: Média detectada de HAdV-5 e PCV-2 após tratamento com MASMO, onde o controle e 
tratamento (MASMO) estão representados em cores laranja e azul, respectivamente.

Cabe ressaltar que a inibição e/ou redução de PCV-2 possui grande importância 
no âmbito de se obter granjas suinícolas que evitem retro-infecção no sistema, possuindo 
grande capacidade de contaminação de um sistema de criação após contato com uma cepa 
viral ativa. Tal vírus é amplamente distribuído em criações de suínos no mundo, sendo raro 
os casos no qual há granjas livres do patógeno. PCV-2 ocasiona diversas lesões teciduais 
e enfraquece o organismo, sendo que tal vírus pode provocar infecção em todas as fases 
de criação animal, independente do estado imunológico (OPRIESSNIG et al., 2020). 

Os ensaios de citotoxicidade demostraram que MASMO não apresentou efeitos 
negativos sob células animais (VERO), mesmo em diluição baixas (1:32; 1:64; 1:128 e 
1:264), do efluente tratado após 8h em comparação com o controle não tratado neste 
mesmo tempo. 

É importante ressaltar que certos peptídeos encontrados no interior das sementes 
de M. oleifera apresentaram facilidade em se ligar em partículas negativamente carregadas 
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de característica coloidal, como por exemplo, partículas virais (BARAKAT et al., 2016), 
havendo redução 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 possível uso simplificado 
e escalonável, apenas das membranas residuais de tais semente, sem aparente 
citotoxicidade, evitando-se o processo de maceração que pode interferir na toxicidade da 
matriz ambiental tratada. 

No que se referiu à E. coli avaliada em MASMO não houve redução significativa, 
havendo apenas às 8h de tratamento a interpolação das curvas de efluentes não tratado e 
tratado, o que indicaria um possível início de inativação ou redução bacteriana (Figura 6). 
Observa-se uma flutuação nos valores de E. coli ao longo das 8 horas experimentais. Tal 
flutuação pode ser devido à influência da adição 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 6: Variação em unidades formadoras de colônias de E.coli após tratamento com MASMO. 
Controle e tratamento (MASMO) estão representados respectivamente em laranja e azul.

Considerando o fenômeno de sedimentação após 8h de MASMO houve redução de 
90% de E. coli, PCV-2 e HAdV-2. Explica-se que com a precipitação de MASMO ao longo 
na coluna de efluente houve uma maior sedimentação viral ou sua inativação, comprovando 
assim o efeito agregativo ou inativatório em relação aos controles não tratados com MASMO 
e igualmente sedimentados. 

Essa possível atração deve-se a capacidade adsortiva de patógenos às membranas 
que podem desempenhar um importante papel como biofiltros, como foi demonstrado por 
Xiong  et al.  (2017) a qual aumentou significamente a eficácia a retenção de impurezas 
d’água após a adição de sementes de M. oleífera em filtros de areia. Assim como 
Francisco  et al.  (2014), a qual aumentou a eficiência de biofiltros compostos orgânicos 
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como carvão e folhas de eucalipto e bambu, após a adição do extrato do interior da semente 
de M. oleifera. Ao invés do extrato do interior da semente, a qual é comumente utilizado 
para aumentar capacidades de retenção de partículas em suspensão, 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 número total de suínos entre 1960 e 
2010 (FAO, 2019) e com a perspectiva da população mundial de alcançar 9,6 bilhões de 
indivíduos em 2050 (UN, 2013), demandando proteína para fonte nutricional, bem como 
produção de grãos, cada vez mais o aspecto sanitário e epidemiológico se torna necessário 
na reciclagem de efluentes animais. Nisso, tratamentos adicionais acessíveis para uma 
própria eliminação de vírus e bactérias presentes no sistema de digestão anaeróbia, são 
de grande interesse. 

Neste contexto, resíduos de sementes de M. oleífera como aqui estudado (resíduos 
da semente - membrana alada) podem ser de grande utilidade, por se tratar de um recurso 
barato, biodegradável, comumente descartado e a qual apresenta capacidade na redução 
de patógenos virais e bacterianos. 

4 | 	CONCLUSÃO
Nossos resultados mostram o potencial do uso de membranas aladas de cascas de 

sementes de M. oleifera seguido de sedimentação (membranas usualmente descartadas na 
produção de alimentos e medicamentos), alcançando a redução de patógenos bacterianos 
e virais em efluentes da suinocultura, visando melhorias para fins de biofertilização. 
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