
 
 

Camila Daminelli Schissi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

INATIVAÇÃO DE PATÓGENOS ENTÉRICOS EM DIGESTATO 
SUINÍCOLA UTILIZANDO ADENOVÍRUS HUMANO COMO 

MODELO 
 
 
 
 
Trabalho de conclusão de curso 
apresentado ao Curso de Ciências 
Biológicas, Centro de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal de 
Santa Catarina, como requisito parcial 
para obtenção do título de Bacharel em 
Ciências Biológicas, sob orientação da 
Profª. Drª. Célia Regina Monte Barardi 
e co-orientação da MSc. Gislaine 
Fongaro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Florianópolis 
2015 

 



 
 
 

Ficha de identificação da obra elaborada pelo autor, através do 
Programa de Geração Automática da Biblioteca Universitária 

da UFSC. 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

Schissi, Camila Daminelli 

Inativação de patógenos entéricos em digestato 

suinícola utilizando Adenovírus humano como modelo / 

Camila Daminelli Schissi; orientadora, Célia Regina 

Monte Barardi; coorientadora, Gislaine Fongaro. - 

Florianópolis, SC, 2015.  

80 p. 

 

Trabalho de Conclusão de Curso (graduação) –  

Universidade Federal de Santa Catarina, Centro 

de Ciências Biológicas. Graduação em Ciências 

Biológicas. 

 

Inclui referências 

 

1. Ciências Biológicas. 2. Amônia não-ionizada.  

3. Efluente e lodo suíno. 4. Estabilidade térmica 

viral. 5. Vírus entéricos. I. Monte Barardi, Célia 

Regina . II. Fongaro, Gislaine . III. Universidade 

Federal de Santa Catarina. Graduação em Ciências 

Biológicas. IV. Título. 



 

 

 
 

Camila Daminelli Schissi 
 
 

INATIVAÇÃO DE PATÓGENOS ENTÉRICOS EM DIGESTATO 
SUINÍCOLA UTILIZANDO ADENOVÍRUS HUMANO COMO 

MODELO 
 

Este Trabalho de Conclusão de Curso foi julgado adequado para 
obtenção do título de bacharel em Ciências Biológicas, e aprovado em sua 
forma final pelo Curso de Ciências Biológicas. 

 
Florianópolis, 15 de dezembro de 2015 

 
Banca Examinadora: 

 

 
Prof.ª, Dr.ª Célia Regina Monte Barardi 

PRESIDENTE DA BANCA 
 

 
Prof., Dr.ª Thaís Cristine Marques Sincero 

MEMBRO TITULAR 
 

 
Prof., Dr. Rubens Tadeu Delgado Duarte 

MEMBRO TITULAR 
 
 

________________                                   ________ 
Prof., Dr. Admir José Giachini 

MEMBRO SUPLENTE



 
 



 
 

Agradecimentos 
 

Aos meus pais, Telmo e Alda, pelo incentivo e auxílio no caminho 
em que trilho hoje, compreensão e amor incondicional; 

Ao meu irmão, Mauro, pelo apoio, amor e gratidão; 
À minha querida orientadora Profª. Drª. Célia Regina Monte 

Barardi pela oportunidade em realizar este trabalho, orientação, incentivo 
e amizade; 

À Gislaine Fongaro pela co-orientação neste trabalho, dedicação, 
confiança, ensinamentos e principalmente à amizade; 

À Profª. Drª. Maria Elisa Magri pelos ensinamentos, amizade e 
parceria neste trabalho; 

À Mariana de Almeida do Nascimento e Lucas Ariel Totaro Garcia 
pela paciência, ensinamentos e treinamento nos primeiros passos da 
minha Iniciação Científica; 

Aos colegas do LVA pelas ótimas tardes de descontração, cafés, 
aprendizados e comemorações; 

À Laurita Boff e Gabriela Janine da Luz pelo companheirismo, 
risadas e incrível amizade; 

Aos meus amigos da graduação: Flávia, Francisco, Leonardo e 
Marcello, obrigada pelas risadas, viagens e carinho nestes quatro anos; 

Ao Lucas pelo incentivo e carinho; 
A todos os meus amigos por sempre acreditarem em mim; 
A EMBRAPA Suínos e Aves pela parceria neste trabalho; 
À banca examinadora, formada por: Profa. Dra. Thaís Cristine 

Marques Sincero, Prof. Dr. Rubens Tadeu Delgado Duarte e Prof. Dr. 
Admir José Giachini; 

Ao CNPq pela concessão da bolsa de Iniciação Científica; 
A todos que de certa forma contribuíram para a realização deste 

trabalho. 
 

  



 
 

  



 
 

RESUMO 
 
A produção de suínos é uma importante atividade econômica no Brasil, havendo 
necessidade de desenvolver mecanismos sustentáveis que visem diminuir o impacto 
ambiental nessa cadeia produtiva. A biomassa derivada de dejetos suínos possui 
potencial para ser utilizada como fertilizante, no entanto, a aplicação de dejetos deve 
vir ao encontro da segurança sanitária, evitando a disseminação de patógenos animais 
e humanos. Neste estudo, Adenovírus Humano-2 (HAdV-2) foi utilizado como 
modelo de patógeno entérico, sendo possível avaliar: 1) sua estabilidade térmica em 
temperaturas naturais (16 e 22ºC), mesofílicas (37ºC) e termofílicas (55ºC); 2) sua 
inativação por meio da ação biocida da amônia não-ionizada frente aos lodos e 
efluentes da suinocultura processados em biodigestor anaeróbio. Para a enumeração 
de HAdV-2, a técnica de inoculação em Cultura Celular (ICC) seguida por tratamento 
enzimático com DNAseI (et) e posterior transcrição reversa e qPCR (RT-qPCR) (ICC-
et-RT-qPCR) foi utilizada. Quando as respectivas temperaturas foram aplicadas, os 
resultados mostraram que para o efluente em 16ºC, HAdV-2 mostrou-se relativamente 
estável, tendo 2,0log10 de decaimento em 90 dias; nas temperaturas de 22 e 37ºC 
houve decaimento superior a 3,0log10 a partir de 30 dias de estocagem; Quando em 
contato com o lodo, HAdV-2 mostrou-se menos estável, sendo que a 16ºC houve 
decaimento viral de 2,0log10 após 60 dias; nas temperaturas de 22 e 37ºC houve 
decaimento superior a 2,5log10 a partir de 30 e 20 dias, respectivamente; para 55ºC 
foram necessárias 12 h para efluente e 24 h para o lodo para o decaimento de 4,0log10. 
Para o estudo de inativação por amônia não-ionizada, ureia foi utilizada como aditivo 
alcalinizante, propiciando a conversão de íon amônio em amônia não-ionizada. Foram 
testadas três concentrações de amônia não-ionizada no efluente e lodo suinícola 
biodigerido: a) efluente: 171,7 mM (T1), 322,2 mM (T2) e 670,0 mM (T3); b) lodo: 
370,5 mM (T1), 786,7 mM (T2) e 1609,4 mM (T3). Os resultados apontaram que no 
efluente, HAdV-2 foi inativado significativamente em 15 dias nos T1 e T2, com 
redução de 3,6 e 4,0log10, sendo que no T3 foram necessários 9 dias de tratamento para 
obter-se uma redução de 3,0log10. No lodo, HAdV-2 foi inativado significativamente 
em 9 dias nos T1 e T2, com reduções de 3,5 e 4,0log10, respectivamente, sendo que 
no T3 foram necessários 3 dias de tratamento para a redução de 3,0log10. A 
estabilidade de HAdV-2 em temperaturas naturais tanto em lodo quanto em efluente 
suíno biodigerido anaerobicamente, demonstrou que o pós-tratamento de tais matrizes 
é essencial para um reciclo agrícola seguro. Neste sentido o uso de amônia não-
ionizada (condicionada pela adição de ureia) para a inativação de patógenos entéricos 
é promissor, uma vez que o emprego de temperaturas mesofílicas e termofílicas, 
mesmo que eficientes, demandam gasto energético, podendo ser economicamente 
inviáveis. 
 
Palavras-chave: Amônia não-ionizada; Efluente e lodo suíno; Estabilidade térmica 
viral; Fertilizantes; Vírus entéricos.



 
 

 
 
 

  



 

 

Abstract 
 

The swine production is an important economic activity in Brazil and need to 
develop sustainable mechanism for such agro industrial activity. The biomass 
derived from swine manure has the potential to be used as fertilizer, however, 
application of waste shall ensure the health security, preventing propagation of 
animal and human pathogens. In this study, human adenovirus-2 (HAdV-2) was 
used as an enteric pathogen model, being possible to evaluate: 1) their thermal 
stability in natural temperatures (16 and 22ºC), mesophilic (37ºC) and 
thermophilic (55ºC) conditions; 2) their inactivation based on the biocide action 
of uncharged ammonia added to the effluent and sludge from swine manure 
processed in anaerobic digester. To enumerate the HAdV-2, the technique of 
Integrated Cell Culture (ICC) followed by enzymatic treatment with DNAse I (et) 
and subsequent reverse transcription and qPCR (RT-qPCR) (ICC-et-RT-qPCR) 
was used. When respective temperatures were applied, results showed that for the 
effluent at 16ºC, HAdV-2 was stable, showing 2.0log10 decay at 90 days; in 
temperatures of 22 and 37ºC it was observed a 3.0log10 decay after 30 days of 
storage. For sludge, HAdV-2 was less stable, and at 16ºC the decay was 2.0log10 
after 60 days; for temperatures of 22 and 37ºC, it was observed a decay higher 
than 2.5log10 after 30 and 20 days, respectively. At temperature of 55ºC it was 
necessary 12 h for effluent and 24 h for sludge to obtain a 4.0log10 decay 

(99.99%). For study of waste inactivation using uncharged ammonia, urea was 
used as additive for the conversion of ammonium ion to uncharged ammonia, and 
it was tested three uncharged ammonia concentrations in effluent and sludge: a) 
effluent: 171.7 mM (T1), 322.2 mM (T2) and 670 mM (T3); b) sludge: 370.5 mM 
(T1), 786.7 (T2) and 1609,4 mM (T3). Results showed that in effluent, HAdV-2 
was significantly inactivated after 15 days in T1 and T2, with decrease of 3.6 and 
4.0log10, respectively.  In T3, a 3.0log10 decay was reached in 9 days. For sludge, 
HAdV-2 was significantly inactivated after 9 days in the T1 and T2, with 
reductions of 3.5 and 4.0log10, respectively. For T3 it was necessary 3 days to 
reach 3.0log10 decay. HAdV-2 stability at natural temperatures in both effluent 
and sludge from swine manure by anaerobic digestion showed that the post-
treatment of such matrices is essential for safe recycle as biofertilizer for 
agricultural. In this regard, the use of uncharged ammonia (conditioned for urea 
addiction) for disinfection of enteric swine pathogens proved to be a promising 
alternative treatment, since the use of mesophilic and thermophilic temperatures 
are effectively, although require energy, which is not economically sound. 
 
Keywords: Effluent and sludge swine; Enteric virus; Fertilizers; Uncharged 
ammonia; Viral thermal stability 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO 
 
1.1 Suinocultura no Brasil 

 
A suinocultura no Brasil é uma importante atividade econômica e 

o país figura como o quarto maior produtor mundial de suínos, 
permanecendo atrás apenas dos Estados Unidos, Canadá e China, 
respectivamente. O estado de Santa Catarina destaca-se como o principal 
produtor brasileiro de suínos com 25% do efetivo nacional, influenciando 
positivamente na economia estadual e nacional (IBGE, 2010; (SOUZA et 
al., 2013). 

O sistema de produção de suínos brasileiros segue a linha industrial 
(tecnificada) e de subsistência (produtores familiares). A linha industrial 
vem crescendo ao longo dos últimos anos e como consequência, a linha 
de subsistência sofre queda e substituição pela linha tecnificada (SOUZA 
et al., 2013). Em relação à prática de criação dos suínos, as granjas podem 
ser de: Ciclo Completo (CC), a qual consiste em uma unidade de 
produção em que existem todas as fases do ciclo reprodutivo (nascimento 
à engorda), sendo atualmente pouco utilizada (essas são as menos comuns 
atualmente); Unidade de Produção de Leitões (UPL), a qual consiste na 
criação de suínos em fase reprodutiva, onde ocorre o nascimento dos 
leitões e fase inicial de crescimento; Unidade de Crescimento e 
Terminação para abate (CT), com suínos que possuem entre 25 a 100 Kg 
(HEIDEN, 2006; SOUZA et al., 2013). 

Contudo, a atividade suinícola no Brasil é considerada 
potencialmente poluidora, pois se estima que seja necessário 6 m³ de água 
potável para produzir 1 Kg de carne de suínos, sendo que o volume de 
dejetos produzidos irá variar conforme o número de animais, composição 
da alimentação, tipos de bebedouros, manejo dos dejetos e estado 
psicológico dos animais, podendo chegar entre 10 e 15 L, e por muitas 
vezes, estes dejetos são fonte de contaminação de águas e solos (BELLI-
FILHO, 1995; PALHARES, 2011). A composição dos dejetos suinícolas 
está intimamente relacionada ao tipo de confinamento e alimentação de 
cada granja, sendo basicamente constituída por uma mistura de fezes e 
urina, resíduos de alimentos, água de escape dos bebedouros e água 
utilizada para a higienização das instalações, tendo como produto final 
um resíduo escuro e pastoso com tonalidades que variam entre marrom e 
preto como produto final (HENN, 2005).  
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Por muitos anos os dejetos de suínos foram lançados in natura em 
corpos d’água, como em rios, causando um grave problema ambiental. 

Porém, em 2011 o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 
publicou a Resolução nº 430 que dispõe sobre as condições e padrões de 
lançamento de efluentes, complementando e alterando a Resolução n˚ 357 

(CONAMA, 2005), regulamentando a liberação de efluentes humano na 
água, entretanto, nada foi estabelecido sobre os parâmetros de segurança 
para a reutilização de águas residuais na produção animal (CONAMA, 
2012).  

Quanto ao reciclo dos dejetos de suínos, considerando a Região 
Sul do Brasil a principal produtora nacional, em Santa Catarina e no 
Brasil, conforme a Instrução Normativa nº 11 da Fundação do Meio 
Ambiente, o uso de fertilizantes orgânicos deve seguir as recomendações 
agronômicas segundo o Manual de Adubação e de Calagem para os 
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS-RS/SC, 2004). Da 
mesma forma, deve-se avaliar as análises físico-químicas e nutricionais 
do solo, sendo tais análises realizadas em laboratório credenciado à Rede 
Oficial de Laboratório de Análise de Solo e de Tecido Vegetal dos 
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ROLAS), sendo que a 
aplicação dos fertilizantes orgânicos no solo deve considerar a 
minimização de perdas de nutrientes por percolação e lixiviação, e a dose 
de fertilizante aplicada por hectare de solo seja baseada na oferta de 
Fósforo (P). 

Os dejetos suinícolas são amplamente utilizados na agricultura 
como fertilizantes naturais, uma vez que possuem alta concentração de 
matéria orgânica em sua composição. No entanto, as portarias e 
recomendações de reciclo desses dejetos, bem como a maioria dos 
estudos da área estão baseadas em condições físico-químicas dos dejetos. 
São raros os estudos que visam investigar e dispor acerca do risco 
biológico do reciclo de tal biomassa, tendo em vista que patógenos, 
principalmente os entéricos (como os vírus, bactérias, protozoários e 
helmintos) podem ser dispersos pela água, ar, solo e alimentos, podendo 
causar doenças em animais e humanos, evidenciando a necessidade de 
tratamento para desinfecção desta biomassa (GABUTTI et al., 2000; 
COSTANTINI et al., 2007; RECESA, 2008; KROG; LARSEN; 
SCHULTZ, 2014; HAACK et al., 2015).  
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1.2 Uso de biodigestores anaeróbios na suinocultura 
 

Os biodigestores anaeróbios (BAs) figuram como uma alternativa 
ecológica utilizada na reciclagem de matéria orgânica, proveniente tanto 
de dejetos animais e humanos como restos de alimentos, promovendo a 
deterioração, estabilização e desodorização desta biomassa 
(ALBURQUERQUE et al., 2012; ASTALS; NOLLA-ARDÈVOL; 
MATA-ALVAREZ, 2013). Além disso, a US Environmental Protection 
Agency (US EPA) recomenda a utilização deste sistema, uma vez que 
além da digestão da biomassa, destaca-se como um sistema eficiente na 
produção de biogás, podendo ser utilizado como fonte de energia 
renovável no próprio sistema (US EPA, 2015a).  

Em 1970, aliando a necessidade de tratamento e gestão de dejetos 
animais com a crise energética mundial, iniciou-se a busca de produção 
de energia via recursos renováveis, sendo que a utilização de 
biodigestores anaeróbios (BAs) e a biomassa suinícola passou a ser uma 
opção adotada e incentivada no Brasil, já que no país há demanda tanto 
energética como por biofertilizantes (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 
2009; MANYI-LOH et al., 2013; FONGARO et al., 2014). Assim, no 
Brasil, a biodigestão anaeróbia se destacou como uma alternativa 
ecológica, permitindo o armazenamento de efluentes e lodos para que 
sejam tratados e possam ser utilizados posteriormente como fertilizantes, 
os quais possuem potencial nutricional para fins agrícolas, além de ser 
possível produzir e recuperar o biogás produzido para a geração de 
energia (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009; MANYI-LOH et al., 
2013; FONGARO et al., 2014). 

Os BAs podem ser classificados conforme o modo de operação 
podendo ter um fluxo contínuo, semicontínuo ou descontínuo (batelada) 
quando relacionados à entrada de matéria orgânica nos tanques. O modelo 
de produção contínua, consiste na entrada de matéria orgânica, ao mesmo 
tempo em que o digestato, resultante da digestão anaeróbia, é retirado. 
Além disso, não se faz necessário a abertura do equipamento para inserir 
nova matéria orgânica e recomenda-se um tempo de retenção hidráulica 
entre 30 a 50 dias (CHOWDHURY; FULFORD, 1992; OLIVEIRA, 
2004; CASTANHO, 2008). Para o modelo semicontínuo, o reator é 
preenchido periodicamente com a biomassa e neste tempo o biogás e o 
digestato são retirados (CHOWDHURY; FULFORD, 1992; 
CASTANHO, 2008; ROWSE, 2011). O sistema descontínuo (batelada) 
caracteriza-se pela entrada de matéria orgânica no início do processo, e 
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então a câmara é selada em condições anaeróbias e monitorada até que a 
biomassa seja degradada por completo e ocorra a produção do biogás. 
Posteriormente, o BA é limpo para ocorrer um novo ciclo 
(CHOWDHURY; FULFORD, 1992; CASTANHO, 2008). 

A eficiência dos BAs dependerá basicamente do pH e temperatura 
de atuação, sendo que este último fator é o que mais pode sofrer 
alterações, uma vez que os BAs podem atuar em condições de 
temperaturas naturais, mesofílicas ou termofílicas, todavia, todos 
dependem diretamente da ação de microrganismos metanogênicos para a 
produção de biogás (ADU-GYAMFI; RAVELLA; HOBBS, 2012).  

Quanto às temperaturas de atuação, são considerados basicamente 
três tipos de BAs: temperaturas naturais, mesofílicos e termofílicos 
(ADU-GYAMFI; RAVELLA; HOBBS, 2012). Os BAs em temperaturas 
naturais são aqueles que atuam em temperaturas menores que 25ºC, sendo 
normalmente instalados em países de clima tropical. Estes BAs atuam em 
temperatura ambiente, variando a temperatura da biomassa tratada 
conforme as alterações das condições climáticas locais (geralmente em 
temperaturas entre 15-24ºC), sendo os mais comuns os de Lagoa Coberta 
ou Canadense que são construídos de forma simples e formados 
basicamente por uma campânula (câmara de digestão recoberta por lona 
PVC) e por um gasômetro, sendo responsáveis pela digestão da biomassa 
e captação do biogás produzido (OLIVEIRA, 2004).  

OS BAs mesofílicos operam a temperaturas entre 35-37ºC, tendo 
uma maior eficiência na produção de biogás, uma vez que proporcionam 
condições ideais para a propagação de microrganismos metanogênicos. 
Esses reatores são os mais utilizados em países europeus, Estados Unidos 
e Canadá (MANSER; MIHELCIC; ERGAS, 2015; WILKINS et al., 
2015). 

Os BAs termofílicos operam em temperaturas entre 50-55ºC, 
produzindo uma quantidade média de biogás em um tempo menor quando 
comparado ao reator mesofílicos e sendo considerados eficientes para 
desinfecção de Salmonella sp. e coliformes fecais. No entanto, a alta 
temperatura de funcionamento pode ocasionar a inativação de 
microrganismos metanogênicos, responsáveis pela produção de metano, 
bem como requer gasto energético para o aquecimento da biomassa 
(BROWN; SHI; LI, 2012; LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2014; 
MASSÉ; SAADY, 2015; SHEETS; GE; LI, 2015). 

A biodigestão anaeróbia é conhecida por ser capaz de estabilizar o 
dejeto suíno favorecendo: o sinergismo entre o equilíbrio de macro e 
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micronutrientes com a umidade, diluição de compostos inibidores e 
tóxicos, otimização da produção de metano e aumento da estabilidade do 
digestato (MATA-ALVAREZ; MACÉ; LLABRÉS, 2000; ASTALS et 
al., 2011; ALBURQUERQUE et al., 2012). Entretanto, poucos são os 
estudos dirigidos no Brasil e no mundo quanto à eficiência da redução das 
comunidades microbianas e desinfecção dos dejetos suínos durante a 
biodigestão anaeróbia (FONGARO et al., 2014; MANSER et al., 2015; 
ZHANG et al., 2015).  

1.3 Patógenos entéricos em dejetos suínos  
 

Suínos são considerados reservatórios biológicos de muitos 
patógenos entéricos, podendo excretar intermitentemente tais patógenos 
em suas fezes. Muitos patógenos entéricos excretados em fezes suínas são 
considerados de interesse veterinário e para a saúde humana (zoonóticos).  
Podem impactar na saúde humana e animal, bem como na economia 
relacionada à produção de suínos e outros animais em sua cadeia 
produtiva. Esses patógenos podem ser dispersados nas águas superficiais 
e subterrâneas, em solos e alimentos (BOUQUET et al., 2011; KROG; 
LARSEN; SCHULTZ, 2014; ERICKSON et al., 2015).  

Patógenos, como as bactérias Campylobacter sp., Salmonella sp. e 
Escherichia coli são os mais prevalentes desta classe em dejetos suínos, 
ocasionando diversos surtos em humanos e prejuízos na cadeia produtiva 
de suínos (WHO/FAO, 2002; (BRUUN et al., 2009). No entanto, outras 
classes de microrganismos também se destacam neste aspecto, como os 
protozoários Criptosporidium sp. e Giardia sp., sendo conhecidos os 
cistos e oocistos, respectivamente, como resistentes ao calor e a mudanças 
de pH (TENTER, 2009; BALDURSSON; KARANIS, 2011). No entanto, 
no setor de produção de suínos, os vírus entéricos têm ganhado destaque 
nos últimos 10 anos, já que podem ser facilmente disseminados por 
aerossóis, verticalmente, por via fecal-oral ou indiretamente por meio de 
alimento e água contaminados (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2005; 
REUTER et al., 2010; OPRIESSNIG et al., 2011; GARCIA et al., 2012; 
LAZIĆ et al., 2015). 

A investigação e monitoramento de todos os patógenos entéricos 
em dejetos de suínos visando gestão dos riscos biológicos ou em outras 
matrizes são considerados laboriosos e tecnicamente impossível de serem 
praticados, tendo em vista a vasta diversidade de patógenos entéricos e 
limitações de técnicas para detectá-los. Alternativamente, os vírus 
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entéricos são amplamente utilizados como biomarcadores de 
contaminação fecal, capazes de indicar a qualidade sanitária das matrizes 
para tratamento ou após tratamento, ou ainda, servirem de modelos 
indicativos propiciando inferir o comportamento e eliminação de 
patógenos entéricos, sendo considerados modelos para inferir a eficiência 
de sistemas de tratamento (BOUDAUD et al., 2012) ; US EPA, 2015b). 

 
1.4 Virus entéricos em dejetos de suínos e como biomarcadores 
 

Os vírus entéricos estão presentes no trato gastrointestinal humano 
e animal e podem ser eliminados em altas concentrações nas fezes, com 
cerca de 105 a 1011 partículas virais por grama de fezes (BOSCH et al., 
2008). São frequentemente encontrados em águas de recreação, 
superficiais e subterrâneas utilizadas para consumo, esgotos humanos não 
tratados ou com tratamento ineficaz, bem como em efluentes e lodos 
provenientes da suinocultura, os quais são utilizados diretamente na 
agricultura, significando um risco para saúde pública (FONG et al., 2010; 
DEBOOSERE et al., 2012; FONGARO et al., 2014).  

A transmissão dos vírus entéricos pode ocorrer através da ingestão 
de alimentos e água contaminados ou por aerossolização (FIORE, 2004). 
As doenças causadas por esses vírus estão associadas principalmente a 
gastroenterites, mas também podem ocasionar infecções respiratórias, 
conjuntivites, hepatites e doenças com altas taxas de mortalidade como as 
meningites assépticas, encefalite e paralisias em imunocomprometidos e, 
eventualmente podem causar infecções assintomáticas, dependendo do 
patógeno viral e da imunidade do hospedeiro (GRIFFIN et al., 2003; 
FONG; LIPP, 2005; LA ROSA et al., 2012; TATE et al., 2012; SEVERI 
et al., 2015). 

Na cadeia produtiva de suínos destacam-se entre os principais 
vírus entéricos espécie-específicos os Circovírus Porcino-2 (PCV2), 
genoma DNA simples fita circular e considerados de interesse econômico 
e veterinário, pois podem ocasionar a morte de diversos animais, afetando 
diretamente a produção de suínos, os Adenovírus Porcino (PAdV), 
genoma DNA dupla fita que ocasionam problemas gastrointestinais 
suaves, podendo ser cofatores para desencadear a replicação de outros 
vírus, como o PCV2, prejudicando  o crescimento dos animais jovens 
(HAMEL; LIN; NAYAR, 1998; HAMMOND; JOHNSON, 2005). 

Quanto aos vírus entéricos, também presentes nesta classe de 
patógenos entéricos zoonóticos, destaca-se o Vírus da Hepatite E (HEV) 
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que possui genoma RNA simples fita senso positivo, sendo reportado por 
causar hepatites em humanos e animais, e considerados potencialmente 
transmissíveis por dejetos e carcaças suínas, sendo excretados 
intermitentemente por suínos, bovinos e humanos contaminados 
(BOUQUET et al., 2011; VAN DER POEL, 2014). Destacam-se também 
os Rotavírus A (RVA), que possuem genoma RNA dupla fita 
segmentado, reportado por serem os principais causadores de diarreias 
agudas e relacionados a altos índices de mortes de crianças e animais 
jovens, sendo excretados intermitentemente por suínos em todas as fases 
de produção (STEYER et al., 2007; COLLINS et al., 2010; 
MATTHIJNSSENS et al., 2011). 

De maneira geral, os vírus entéricos são considerados 
biomarcadores de contaminação fecal no ambiente, sobrepondo-se aos 
parâmetros bacteriológicos, uma vez que a presença muitas vezes não está 
relacionada com a presença de bactérias. Vírus entéricos são resistentes 
às condições adversas do ambiente como alterações de pH, temperatura e 
luz U.V.. Tal característica deve-se principalmente à ausência de 
envelope lipoproteico, bem como da sua capacidade de agregação em íons 
e partículas sólidas, bem como entre si, ocasionando proteção contra os 
fatores de inativação (HERNROTH et al., 2002; WONG et al., 2012), de 
acordo com o apresentado na Figura 1. 
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Figura 1. Agregação viral.  
 

 

 
               Fonte: Adaptado de Wong et al. (2012) 

 
1.3.1.1 Adenovírus como biomarcador 
 

Dentre os vírus entéricos mais reportados como biomarcadores 
em estudos de desinfecção, os Adenovírus são reconhecidos como 
modelos resistentes às condições adversas do ambiente (pH, temperatura 
e radiação solar), sendo considerados mais resistentes que os vírus 
entéricos de genoma RNA, permanecendo viáveis no ambiente por 3 
meses ou mais (GERBA; GRAMOS; NWACHUKU, 2002; FONG; 
LIPP, 2005; CARRATALÀ et al., 2013) 

Os Adenovírus pertencem à Família Adenoviridae, dividida em 
quatro gêneros: Atadenovirus, Aviadenovirus, Mastadenovirus e 
Siadenovirus. Os adenovírus responsáveis por infecções em humanos e 
mamíferos estão inclusos no gênero Mastadenovirus, sendo atualmente 
conhecidos 57 sorotipos divididos em sete espécies (A-G) de acordo com 
características imunológicas e bioquímicas da biologia do vírus 
(SANTOS et al., 2008; ICTV, 2012). 

Sedimento 
Sólidos suspensos 

Íons 
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 Eles possuem genoma composto por fita dupla de DNA linear 
não segmentado associado às proteínas, sendo constituído por 
aproximadamente 35.000 pares de bases. Os vírions são icosaédricos não 
envelopados e seu capsídeo compreende 240 proteínas hexons onde está 
situado o antígeno grupo-específico comum a todos os sorotipos, além de 
12 pentâmeros que estão localizados em cada um dos vértices, os quais 
contêm fímbrias responsáveis pela adsorção e internalização do vírus à 
célula (VAN OOSTRUM; BURNETT, 1985; SANTOS; ROMANOS; 
WIGG, 2008; WILLIAMS et al., 2010; GALL; SHISLER; MARINAS, 
2015). Estas estruturas são as principais responsáveis pela ligação do 
vírus ao Receptor Coxsackie-Adenovírus (CAR) e internalização viral via 
endocitose (TROTMAN et al., 2001; SCHOGGINS; FALCK-
PEDERSEN, 2006; GALL; SHISLER; MARINAS, 2015). Após a 
internalização no endossomo, o vírus é parcialmente desnudado e a 
proteína VI lisa o endossomo, sendo o genoma e a proteína VII injetados 
dentro do núcleo, iniciando a síntese da proteína early E1A após 2 h da 
infecção e então após 5-8 h ocorre a duplicação do genoma e o mRNA é 
traduzido em proteínas estruturais tardias como hexon, fímbrias e 
pentâmeros, as quais fazem parte da estrutura do capsídeo viral (GALL; 
SHISLER; MARINAS, 2015; LARSON et al., 2015). A Figura 2 
apresenta a estrutura do adenovírus e suas principais proteínas.  

 
 
Figura 2. (a) Eletromicrografia de Adenovírus Humano (b) Estrutura do 
adenovírus e suas principais proteínas mediadoras da internalização viral. 
 
(a)                                                   (b) 
 

 
 Fonte: Adaptado de Rux e Burnett (2004). 

 

Fonte: http://ictvdb.bio-
mirror.cn/WIntkey/Images/em_aden
o.gif 

http://ictvdb.bio-mirror.cn/WIntkey/Images/em_adeno.gif
http://ictvdb.bio-mirror.cn/WIntkey/Images/em_adeno.gif
http://ictvdb.bio-mirror.cn/WIntkey/Images/em_adeno.gif
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Os adenovírus podem ser transmitidos via contato direto ou 
indireto, através de secreções oculares e respiratórias e por via fecal-oral 
através do consumo de alimentos e água. Estes vírus são causadores de 
uma variedade de enfermidades, como as infecções relacionadas às 
doenças respiratórias (pneumonia, doença respiratória aguda e febre 
faringoconjuntival), intestinais (gastroenterites), ligadas ao Sistema 
Nervoso Central (meningoencefalite) e as do globo ocular (conjuntivites), 
sendo específicas a cada sorotipo viral (JIANG, 2006; SANTOS; 
ROMANOS; WIGG, 2008; MENA; GERBA, 2009). 

Diversos estudos indicam que os adenovírus são altamente 
prevalentes no ambiente e de longa persistência em fezes, além de estarem 
presentes em diversas matrizes ambientais, como em águas de consumo 
humano, água do mar, em águas residuais, subterrâneas e rios, lodos de 
esgotos humanos e em dejetos de animais presentes na suinocultura 
(HARAMOTO et al., 2009; MORESCO et al., 2012; FONGARO et al., 
2014; AHMED et al., 2015; GARCIA; NASCIMENTO; BARARDI, 
2015; MAGRI et al., 2015; SILVA et al., 2015).Outros estudos 
evidenciam que o adenovírus é até 60 vezes mais resistente a altas 
temperaturas e radiação U.V. do que os vírus  RNA, como os RVA, HEV 
e enterovírus (FONG; LIPP, 2005; SIRIKANCHANA; SHISLER; 
MARIÑAS, 2008). 

Assim, os adenovírus possuem potencial de serem biomarcadores 
de contaminação ambiental segundo a  US EPA (2015b), sendo 
citados como biomarcadores e indicadores da eficiência de processos de 
higienização e desinfecção de matrizes aquáticas, em lodo humano e em 
dejetos animais.  

Dos sorotipos de adenovírus, o sorotipo 2 humano (respiratório e 
espécie C) é citado como modelo viral usual nos estudos de inativação de 
patógenos em águas, efluentes, lodos e em alimentos, uma vez que se 
replica em cultura celular e é passível de enumeração (GERBA; 
NWACHUKU; RILEY, 2003; EISCHEID; MEYER; LINDEN, 2009; 
RIGOTTO et al., 2011). 
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1.4 Higienização e desinfecção de dejetos suinícolas  
 
1.4.1 Temperatura e estocagem  
   

O emprego de temperatura como um método de higienização é 
estudado há anos e usado na indústria alimentícia para pasteurização, 
fermentação, na higienização de carcaças, de lodos de esgoto, de águas e 
de biomassas como dejetos suínos (ETERPI; MCDONNELL; THOMAS, 
2009; DEBOOSERE et al., 2010; BOZKURT; D'SOUZA; DAVIDSON, 
2015). 

Dos fatores conhecidos como potencialmente higienizadores, a 
temperatura é considerada o mais importante. Temperaturas mesofílicas 
e termofílicas (≥ 37ºC) podem danificar proteínas e membranas dos 
patógenos, bem como degradar os ácidos nucleicos, levando à inativação 
(FONG; LIPP, 2005). Sabe-se que dos patógenos entéricos, os vírus, 
juntamente com os ovos de Ascaris spp. possuem elevada estabilidade 
térmica se comparados com bactérias, cistos e oocistos de protozoários 
(GASSILLOUD; SCHWARTZBROD; GANTZER, 2003; DE RODA 
HUSMAN et al., 2009). 

A estocagem em temperatura ambiente dos dejetos e efluentes de 
suínos em lagoas é uma prática comum na cadeia produtiva. 
Temperaturas ambiente, como a de países tropicais, variando entre 15 e 
25˚C (EPAGRI/CIRAM), podem atuar favorecendo a predação natural 
por competição entre os microrganismos, pela ação biocida de ácidos 
graxos e atuação de proteases e lipases naturalmente presentes na 
biomassa estocada, podendo, portanto ser uma alternativa 
economicamente viável, mas dependente do tempo de retenção hidráulica 
e as oscilações de temperaturas (FONGARO et al., 2014). 
 
1.4.2 Amônia não-ionizada  

 
O uso da amônia não-ionizada (NH3) como agente biocida em 

dejetos animais tem apresentado potencial no aspecto de desinfecção 
sustentável de tais resíduos (NORDIN; NYBERG; VINNERAS, 2009).  

A amônia total presente naturalmente nos dejetos animais está na 
sua forma inativa, íon amônio (NH4

+), sendo necessário que haja um pH 
alcalino (≥ 8,5) que favoreça a conversão de NH4

+ em NH3, e esta por sua 
vez, possui ação biocida, penetrando as membranas facilmente, sendo 
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citotóxica à diversos tipos celulares (NORDIN; OTTOSON; 
VINNERAS, 2009).  

Alguns produtos são utilizados com o propósito de aumentar e 
estabilizar o pH, realizando a conversão de NH4

+ em NH3, a fim de 
promover a inativação de patógenos entéricos, como bactérias, vírus e 
ovos de Ascaris lumbricoides e A. suum. Dentre os alcalinizantes, as 
cinzas, fontes alternativas de carbonato de cálcio (como conchas de 
ostras) e ureia são relatados na literatura como promissores (ARTHURS; 
JARVIS; RUSSELL, 2001; NIWAGABA et al., 2009; MAGRI; 
PHILIPPI; VINNERAS, 2013).  

A ureia [CO(NH2)2] destaca-se como alcalinizante, e é o 
fertilizante à base de nitrogênio mais utilizado na agricultura. Tem 
surgido como uma alternativa de aditivo em fezes humanas e dejetos 
animais para a estabilização do pH alcalino, aumentando o valor 
nutricional do fertilizante. A ureia em contato com ureases, presentes 
naturalmente na matéria orgânica, é hidrolisada em carbonato de amônio 
[(NH4)2CO3] e em seguida é degradado em NH4

+ e carbonato (HCO3
-), 

sendo o HCO3
-, também conhecido por sua ação biocida, um promotor da 

alcalinização juntamente com o processo de hidrólise (OTTOSON et al., 
2008; NORDIN; OTTOSON; VINNERAS, 2009). A formação de NH3 e 
HCO3

- a partir de excretas animais e mediada pela ação da urease está 
descrita nas Equações 1 e 2. 

 
                           Urease 

[CO(NH2)2 + 2H2O → (NH4)2CO3]                                 (Equação 1) 
 

(NH4)2CO3 + H2O → 2NH4
++ OH- + HCO3

-                     (Equação 2) 
 

O equilíbrio de HCO3
- é semelhante à do amoníaco, pois ambos 

dependem de pH e temperatura, sendo que o pH geralmente se estabiliza 
em torno de 9,0 quando a ureia se decompõe. Calcula-se a formação de 
36% de amônia em forma de NH3 contra 4,5% de carbonatos totais na 
forma CO3

2-, em pH de 9,0 a 25°C. Isso ocorre devido à diferença de pKa 
do ácido carbônico (6,35 e 10,33) e da amônia não-ionizada (9,25) 
(SNOEYNK et al., 1980; HELLSTRÖM; JOHANSSON; 
GRENNBERG, 1999). 

A relação entre o NH3 (aq) e o NH4
+ é quantificada pela constante 

de dissociação, pKa. O pKa da amônia na faixa de temperatura entre 0-
50°C, pode ser calculada pela Equação 3 (EMERSON et al., 1975), onde: 
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T é a temperatura em graus Kelvin, pKa é dependente da temperatura, 
sendo que o equilíbrio se dá em pH 9,9; 9,6; 9,3 e 9,0 para as temperaturas 
de 4, 14, 24 e 34°C, respectivamente. Assim, a concentração de NH3 pode 
ser calculada pela Equação 4, de acordo com o pH e temperatura, sendo 
que as concentrações de NH3 preditas variam em função dos mesmos. 
 

pka =
2729,92

(T + 0,090181)
  

(Equação 3) 
 

𝑓(NH3) =  
1

(10pka − pH + 1)
 

                         (Equação 4) 
 

O uso de NH3 para processos de higienização ainda é pouco 
utilizado no mundo, entretanto o potencial de aplicação é viável, visto que 
possui baixo custo e baixa capacidade operacional, sendo uma das 
maiores vantagens a elevação da concentração nutricional ao produto 
tratado, o qual poderá ser utilizado como fertilizante posteriormente 
(PECSON et al. 2007; NORDIN et al., 2009; MAGRI et al., 2013). 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 
 Determinar a estabilidade térmica e a inativação de patógenos 

entéricos em digestato suinícola (efluente e lodo), utilizando adenovírus 
humano-2 (HAdV-2) como biomarcador, visando o reciclo agrícola 
destas matrizes na fertilização. 

 
2.1.1 Objetivos específicos 

 
I - Implantar, operar e monitorar um experimento em escala 

laboratorial, para avaliação da estabilidade térmica de HAdV-2 em 

efluente e lodo acumulado proveniente de biodigestores anaeróbios 

suinícolas; 
 
II - Implantar, operar e monitorar um experimento em escala 

laboratorial, para avaliar a inativação de HAdV-2 por meio da ação de 

amônia não-ionizada em efluente e lodo acumulado proveniente de 

biodigestores anaeróbios suinícolas. 
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3 METODOLOGIA 
 

3.1 Amostras de efluente e lodo suinícola 
 
Um total de 20 L de efluentes e lodos suinícolas foram coletados a 

partir de um biodigestor anaeróbio situado em uma granja produtora de 
suínos, fase de engorda e terminação (300 animais), do município de 
Itapiranga, extremo Oeste do Estado de Santa Catarina – Brasil (latitude: 
27º 10' 10" S – longitude: 53º 42' 44" O), Figura 3. 

 
Figura 3. Mapa do Estado de Santa Catarina, mostrando a localização do 
município de Itapiranga.  

 

 
 Fonte: Adaptado de IBGE, 2007. 
 

Trata-se de um biodigestor anaeróbio Canadense, atuando em 
temperatura ambiente e com capacidade para 135 m³ de biomassa, 
operando continuamente com regime de alimentação diário de 3 m³ e 
regime hidráulico de 40 dias, aproximadamente, Figura 4. 
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Figura 4. Biodigestor de Lagoa Coberta (a) Imagem de biodigestor anaeróbio de 
fluxo semicontínuo em escala real e (b) Esquema de operação e representação 
esquemática do modo de operação de biodigestor anaeróbio de fluxo 
semicontínuo. 
(a)                                           (b) 

 

 
 Fonte: Adaptado de Fongaro et al. (2014) 
 
3.2 Análises físico-químicas 

 
As amostras de efluente e lodo suinícola foram avaliadas quanto à 

temperatura amostral (TA), nitrogênio amoniacal total (NAT), sólidos 
totais (ST) e pH, de acordo com APHA (2012), sendo as análises 
realizadas no Laboratório de Virologia Aplicada em parceria com o 
Grupo de Estudos em Saneamento Descentralizado.  

3.3 Higienização e desinfecção de efluente e lodo suinícola  
3.3.1 Higienização por emprego de temperatura 

 
 A inativação de patógenos entéricos por emprego de temperatura 

foi avaliada utilizando como modelo o HAdV-2, inoculado em quantidade 
conhecida (8,0x109 CG/mL-1). HAdV-2 foi produzido e titulado de 
acordo com o Item 3.4.2. 

Amostras de 250 mL de efluente e lodo foram acondicionadas em 
frascos de vidro âmbar de volume de 350 mL, nas temperaturas de: 16 e 
22ºC, a fim de simular biodigestores que atuam em temperaturas naturais, 
no inverno e verão respectivamente; 37 e 55°C, mimetizando as 
temperaturas dos biodigestores mesofílicos e termofílicos, 
respectivamente.  A Figura 5 apresenta um esquema das condições 
experimentais. 
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Figura 5. Esquema do experimento de inativação térmica de efluente e lodo de 
biodigestor, onde T significa tratamento. 

 

 
 

Semanalmente foi retirada uma alíquota de 2 mL de cada réplica 
dos tratamentos, sendo que a frequência amostral variou em função da 
temperatura, uma vez que a razão de inativação foi alterada em função da 
mesma. 

 
3.3.2 Desinfecção por amônia não-ionizada 

 
A inativação de patógenos entéricos em efluentes e lodos suínos 

por amônia não-ionizada foi avaliada utilizando como modelo o HAdV-
2 artificialmente inoculado em quantidades conhecidas (8,71x109 

CG/mL-1), HAdV-2 foi produzido e titulado de acordo com o Item 3.4.2.  
O ensaio foi conduzido em triplicatas, avaliando-se três diferentes 

concentrações de amônia não-ionizada: a) Efluente: 171,7 mM, 322,2 
mM e 670,0 mM; b) Lodo: 370,5 mM, 786,7 mM, 1609,4 mM) sob 
condições de temperatura controlada (25 ±2°C) (Figura 6).  
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A quantidade de ureia adicionada no efluente e lodo foi calculada 
e pré-testada para que o pH atingido fosse igual ou superior à 8,9, e 
posteriormente, as concentrações médias de NH3 alcançadas foram 
quantificadas por meio da equação: f NH3 = 1 / (10pKa-pH + 1), segundo 
Emerson et al. (1975), e avaliada a inativação de HAdV-2. 

Neste ensaio, foram monitorados semanalmente o pH e 
mensalmente a concentração de amônia não-ionizada, visto que a reação 
de hidrólise e conversão de ureia em NH3 depende diretamente da 
elevação do pH. Os controles experimentais foram constituídos por 
amostras de efluente e lodo sem adição de ureia. 

 

Figura 6. Esquema do experimento de inativação por amônia não-ionizada de 
efluente e lodo de biodigestor anaeróbico, onde T significa tratamento. 

 

 
 

As garrafas contendo ureia foram vedadas para que não 
ocorressem perdas de NH3 por volatilização. A partir das amostragens, 
foi retirada uma alíquota de 2 mL de cada réplica dos tratamentos.  
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A frequência amostral alterou-se em função da concentração de 
NH3, pois a razão de inativação variou em função dessa concentração. 
Nos tratamentos T1 (Efluente 171,7 mM e Lodo 370,5 mM de NH3) a 
frequência amostral foi realizada semanalmente no primeiro mês, seguida 
por amostragens mensais até que a curva de decaimento pudesse ser 
estabelecida. Nos tratamentos T2 e T3 (Efluente: 322,2 mM e 670,0 mM; 
Lodo: 786,7 mM, 1609,4 mM, respectivamente) a amostragem foi 
realizada com intervalos de 48 h durante as duas primeiras semanas, 
seguida por amostragens semanais até que a curva de decaimento pudesse 
ser obtida. Os controles foram monitorados mensalmente frente aos 
mesmos parâmetros.  

 
3.4 Cultivo celular, produção de estoque viral e ensaios de 
citotoxicidade amostral 

 
3.4.1 Cultivo de células animais 

 
 Foi utilizada a linhagem celular A549 (CCL-185), derivada de 
carcinoma de pulmão humano, permissivas à infecção pela maioria dos 
adenovírus humanos, obtida a partir da American Type Culture Collection 
(ATCC). 

 As células foram cultivadas em garrafas com área de crescimento 
de 75 cm², utilizando Meio Mínimo Essencial Dulbecco (DMEM) com 
sais de Eagle’s e com alta concentração de glicose (DMEM ↑glicose 1×) 

(Gibco®), suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de 
piruvato de sódio [100 mM]. 
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3.4.2 Produção de estoque viral de HAdV-2 
 

As células A549 foram cultivadas em garrafas, com filtros 
acoplados às tampas e área de crescimento de 75 cm², em meio de 
crescimento/manutenção (DMEM 1×, suplementado com 5% de SFB e 
1% de piruvato de piruvato de sódio [100 mM]) por 24 h até atingirem 
confluência e então foram lavadas duas vezes com solução tampão 
fosfato-salina (PBS 1×) e após, receberam 1 mL do inóculo de adenovírus 
humano sorotipo 2 (HAdV-2). Após uma hora de incubação para 
adsorção viral sob as condições padrão e com homogeneização em 
intervalos de 15 min, foi adicionado o meio de manutenção, previamente 
descrito. 

 As células foram observadas diariamente até apresentarem 80-
100% de efeito citopático (ECP), caracterizado por células arredondadas 
e seu desprendimento da monocamada celular. Imediatamente, as células 
foram congeladas a -80ºC e descongeladas a 25ºC por três vezes, para que 
ocorresse o rompimento celular e os vírus que haviam permanecido na 
forma intracelular fossem liberados. A suspensão viral foi transferida para 
um tubo e centrifugada a 350 g por 5 min a 4ºC para remoção das células 
rompidas. O sobrenadante foi utilizado para realizar novas infecções, com 
objetivo de elevar o título viral. Após algumas passagens, com a redução 
do período para o aparecimento do ECP caracterizando um aumento do 
título viral, o fluido viral foi titulado, aliquotado e estocado a -80ºC. 
 Na determinação do título infeccioso viral do HAdV-2, foi 
utilizado o ensaio de cultura celular integrado (ICC) à RT-qPCR 
precedida por ensaio enzimático (et), segundo Item 4.5, para a titulação 
e viabilidade do vírus. 

 
3.4.3 Ensaio de citotoxicidade amostral 

 
Para determinar o grau de citotoxicidade das amostras, as células 

A549 foram cultivadas na densidade 3,0×105 células/mL em placas de 24 
poços, durante 24 h até atingirem confluência. No primeiro momento, 
foram realizadas diluições das amostras em MEM 1× (Minimum essential 
medium Eagle) nas seguintes proporções: 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e, em 
seguida a monocamada celular foi lavada com PBS 1×. Foram inoculados 
150 µL das amostras na respectivas diluições, em duplicata nas cavidades 
contento células cultivadas, permanecendo durante 60 min a 37°C sob 
atmosfera de 5% de CO2,, com intervalos de 15 min para homogeneização 
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das amostras por agitação manual. O inóculo foi aspirado e o meio de 
manutenção (DMEM ↑glicose 1× suplementado com 2% de SFB, 2% de 

anfotericina B [0,025 µg/mL], 2% de antibióticos PSA [(penicilina G 
(100 U/mL), sulfato de estreptomicina (100 μg/mL)], 1% de piruvato de 
sódio [100 mM] e 5% de Cloreto de Magnésio (MgCl2 [25 mM]), foi 
adicionado. 

Durante um período de sete dias, foram realizadas visualizações 
diárias em microscópio invertido a fim de verificar possíveis alterações 
morfológicas nas células. Após o período de incubação, o meio foi 
aspirado e o tapete celular fixado e corado com 150 µL do corante Cristal 
Violeta. Assim, foi possível determinar a diluição ideal das amostras para 
que o dano celular visualizado fosse decorrente da replicação viral e não 
devido à citotoxicidade das mesmas. 

 
3.5 Enumeração de HAdV-2 infecciosos por meio de ICC-et-RT-
qPCR  

 
Com objetivo de identificar e quantificar HAdV-2 infecciosos, 

tanto a partir da produção do estoque viral inicial, quanto HAdV-2 
contidos nas amostras de dejetos de suínos avaliadas, o ensaio de cultura 
celular integrado (ICC) à RT-qPCR precedida por ensaio enzimático (et), 
sendo denominada de ICC-et-RT-qPCR foi utilizado, adaptado de 
Fongaro et al. (2013). 

Resumidamente, células A549 foram cultivadas em placas de 24 
cavidades na densidade de 3,0×105 células/mL, com meio de manutenção 
(DMEM ↑glicose 1×, 5% SFB e 5% MgCl2 [25 mM]). Após 24 h as 
células foram infectadas com as amostras de efluente e lodo tratados (ou 
por temperatura ou por amônia não-ionizada) em diluição não citotóxica 
(a partir de 1:64), com 2% de anfotericina B [250 µg/mL], 2% de 
antibióticos PSA [(penicilina G (100 U/mL), sulfato de estreptomicina 
(100 μg/mL) e anfotericina B (0,025μg/mL)]. 

As monocamadas celulares foram inoculadas com 150 μL de cada 

diluição amostral (amostras dos testes), bem como com os três controles 
de qualidade. Esses controles foram: 1) Controle celular: contendo apenas 
células e meio de manutenção, não-inoculadas com amostras, realizado 
para acompanhar a qualidade da monocamada celular e como um controle 
negativo do ensaio; 2) Controle negativo amostral: continha células 
inoculadas com amostras de efluente e lodo suinícola, igualmente diluídas 
(1:64), porém não inoculadas com HAdV-2, realizado como um controle 
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negativo amostral; 3) Controle positivo amostral: continha HAdV-2 
inoculado no momento do teste, para inferir a capacidade de infecção de 
tais vírus na presença das matrizes testadas.  

  As placas foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2, 
durante 1 h e homogeneizadas a cada 15 min por rotação manual. Em 
seguida, o inóculo foi aspirado e 1 mL de meio de manutenção (DMEM 
↑glicose 1×, 5% de MgCl2 [25 mM], 5% SFB, 2% de anfotericina B [250 
µg/mL], 2% de antibióticos PSA [(penicilina G (100 U/mL), sulfato de 
estreptomicina (100 μg/mL) e anfotericina B (0,025μg/mL)] (Cultilab) foi 

adicionado nas cavidades da placa, sendo esta re-incubada nas mesmas 
condições, durante 24 h (tempo estimado de 1 ciclo de replicação do 
HAdV-2). 

Após o período de incubação, as células foram lavadas quatro 
vezes com PBS 1× e em seguida a suspensão celular foi removida com 
solução de tripsina. Após, o material genético foi tratado com 1 U de 
DNAse I (Invitrogen), visando a degradação do DNA proveniente de 
vírus degradados e com genomas expostos. Posteriormente, a suspensão 
celular foi utilizada para a extração de ácido nucleico, utilizando o kit 
comercial RTP DNA/RNA Virus® Mini Kit II (Invitek), empregado 
segundo as instruções do fabricante. Posteriormente foi feita a reação de 
transcrição reversa seguida de qPCR (RT-qPCR) para quantificar os 
mRNA provenientes de vírus viáveis que estavam em processo de 
replicação intracelular, realizada de acordo com o Item 3.5.2. 

 
3.5.1 Extração dos ácidos nucleicos totais 

 
O material genético foi extraído utilizando o kit comercial RTP 

DNA/RNA Virus® Mini Kit II Invitek, empregado segundo as instruções 
do fabricante. O método é baseado na retenção de DNA/RNA a uma 
matriz constituída de sílica que propicia a adsorção dos ácidos nucleicos.  

Para a extração dos ácidos nucleicos, 200 µL da amostra foram 
utilizados, obtendo ao final o volume de 60 µL que continha o material 
genômico. Após a extração dos ácidos nucleicos as suspensões foram 
armazenadas à temperatura de -80º C. 
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3.5.2 Detecção de HAdV infecciosos por PCR em tempo real 
quantitativo (qPCR) 

  
 A reação de PCR quantitativa (qPCR) foi realizada utilizando 

o Kit Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), a fim de 
quantificar o genoma dos HAdV-2 presentes nas amostras. À Master Mix 
foram adicionados a sonda (ADP1 (5’ – FAM –

CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT – TAMRA)) e os 
iniciadores específicos para o vírus (ADF (5’ 

CWTACATGCACATCKCSGG 3’) e ADR (5’ 

CRCGGGCRAAYTGCACCAG 3’)), de acordo com Hernroth et al., 
(2002) . Todas as reações foram realizadas em duplicata na plataforma 
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).  

Para gerar a curva padrão foi utilizado o plasmídeo pBR322 
contendo um fragmento do gene hexon do adenovírus humano-2. Como 
controle, foram introduzidos no mínimo 3 controles negativos e 1 controle 
positivo com quantidades conhecidas de genomas de HAdV.   

 
3.6 Análises estatísticas 

 
 A análise não paramétrica de variância (Kruskal–Wallis - Statistic 

7.0) foi utilizada para avaliar diferenças significativas entre as 
amostragens quanto aos parâmetros físico-químicos. 

Os coeficientes de inativação dos patógenos avaliados foram 
determinados para todas as temperaturas em regressão linear – escala log-
linear, sempre a partir do término da fase lag. (sem observação de 
inativação significativa), de acordo com um decaimento de primeira 
ordem (software utilizado foi o Excel). 

Teste de correlação de Pearson, teste de regressão linear, ANOVA 
e Student’s t-test foram realizados, quando necessário usando GraphPad 
Prism 5.0 (USA). 

As análises foram consideradas estatisticamente significativas 
quando p ≤ 0.05. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Higienização por temperatura 

 

4.1.1 Análises físico-químicas 
 

A Tabela 1 resume os resultados quanto aos parâmetros físico-
químicos das amostras de efluente e lodo submetidas às diferentes 
temperaturas, durante os 120 dias de experimento. As análises estatísticas 
dos dados não apontaram diferenças significativas nas médias gerais dos 
diferentes tratamentos, quanto aos parâmetros avaliados (p>0,05). 

Foram realizadas três amostragens para avaliação (n=3), sendo 
uma no início, no meio e no final do experimento, onde pode-se afirmar 
que não houve variação ao longo do experimento. 

Observou-se para as quatro temperaturas testadas a estabilidade do 
pH para ambas matrizes testadas, entretanto, uma alta concentração de 
nitrogênio amoniacal total (NAT) e sólidos totais (ST) foi observada para 
o lodo. 
 
Tabela 1. Resultados dos parâmetros físico-químicos das amostras de efluente e 
lodo. 

 
 
TA: Temperatura da amostra; NAT: Nitrogênio amoniacal total; ST: Sólidos totais 

 
O HAdV-2 no efluente mostrou-se estável na temperatura 16°C 

por até 90 dias, havendo 2,0log10 de decaimento, sendo este significativo 
nos tempos 90 e 120 dias, com tendência linear de decaimento (r2 = 0,82); 
nas temperaturas 22 e 37°C houve decaimento a partir de 30 dias de 
estocagem, com tendência linear (r2 = 0,85) e decaimento superior a 
3,0log10 (Figura 7-a). 

Nas amostras de lodo, o HAdV-2 mostrou-se menos estável que no 
efluente. Quando sujeito à temperatura de 16°C, HAdV-2 mostrou-se 
estável até 60 dias, havendo 2,0log10 de decaimento, sendo este 

Efluente Lodo Efluente Lodo Efluente Lodo Efluente Lodo
pH 7,3 ± 0,3 7,1 ± 0,2 7,3 ± 0,3 7,1 ± 0,2 7,3 ± 0,9 7,1 ± 0,7 7,6 ± 0,4 7,4 ± 0,2

TA (ºC) 16,8 ± 1,2 16,3 ± 1,8 23,3 ± 1,4 23,1±1,1 37,5 ± 0,8 37,5 ± 1,3 55,3 ± 1,8 55,6 ± 1,2

NAT (mg.L-1) 1973 ± 244 3104 ± 12085 1732 ± 284 3221 ± 925 1480 ± 421 3630 ± 1713 1180 ± 121 2156 ± 713

ST (mg.L-1) 5419 ± 5,2 32210 ± 1776 5221±534 31600 ± 11976 5760 ± 457 30190 ± 1736 5760 ± 540 31210 ± 1328

Parâmetro avaliado
55ºC

Média ± DP
16ºC

Média ± DP
22ºC

Média ± DP
37ºC

Média ± DP
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significativo com tendência linear (r2 = 0,91); nas temperaturas de 22 e 
37°C houve decaimento significativo a partir de 30 e 20 dias, 
respectivamente, sendo este decaimento superior a 2,5log10 e também 
com tendência linear (r2 = 0,89) (Figura 7-b). 



 
 

Figura 7. Estabilidade térmica de HAdV-2 em função da temperatura em (a) Efluente e (b) Lodo suinícola nas temperaturas 16, 22 
e 37ºC. 

 
 
 
(a) Efluente                                                                              (b) Lodo                                                                                     

H
A

d
V

-2
 c

u
lt

iv
á

v
e

l 
L

o
g

1
0

(C
G

.m
L

-1
)

0 7 2 0 3 0 4 5 6 0 7 5 9 0 1 2 0

1 0 2

1 0 4

1 0 6

1 0 8

1 0 1 0

1 6 º C 2 2 º C 3 7 º C

T e m p o  (d ia s )

H
A

d
V

-2
 c

u
lt

iv
á

v
e

l 
L

o
g

1
0

(C
G

.m
L

-1
)

0 7 2 0 3 0 4 5 6 0 7 5 9 0 1 2 0

1 0 2

1 0 4

1 0 6

1 0 8

1 0 1 0

1 6 º C 2 2 º C 3 7 º C

T e m p o  (d ia s )

 



45 

 

 
O HAdV-2, quando submetido à temperatura de 55ºC, foi 

inativado, sendo considerado, no modelo linear (r2 = 0,92), que 12 h foi o 
tempo necessário para reduzir 4,0log10 virais (99,99%) no lodo, e 24 h 
para promover a inativação de 4,0log10 no efluente suíno, como mostrado 
na Figura 8. 

 
Figura 8. Estabilidade térmica do HAdV-2 em função do tempo em Efluente e 
Lodo suinícola sob temperatura de 55ºC. 
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 O tempo para a inativação de 3,0log10 de HAdV-2 em efluente e 
lodo suíno quando submetidos à temperatura de 16ºC foram 100 e 70 dias, 
respectivamente; para a temperatura de 22ºC foram necessários 30 e 20 
dias para efluente e lodo, respectivamente; a 37ºC foram necessários 20 e 
7 dias, para efluente e lodo; para 55ºC foram necessárias 12 h para 
efluente e 24 h o lodo, como mostrado na Figura 9. 
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Figura 9. Tempo de retenção hidráulica necessário para inativação de ≥ 3,0log10 
de HAdV-2 em efluente e lodo suinícola, nas temperaturas de 16, 22, 37 e 55ºC. 
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4.2 Desinfecção por meio de amônia não-ionizada 
 

4.2.1 Análises físico-química  
 

Após a adição da ureia as amostras foram monitoradas por 48 h 
quanto ao seu pH, sendo que as concentrações de ureia foram 
determinadas como suficientes quando um pH mínimo de 8,9 foi atingido, 
em diferentes concentrações que foram testadas deste aditivo em lodo e 
efluente suinícola de biodigestor anaeróbio. 

A elevação da concentração de NH3 é diretamente influenciada 
pela temperatura e pH e essas medidas foram tomadas ao longo de 120 
dias (4 meses) de análises (n=8). 

As médias gerais de concentração de amônia total, temperatura da 
amostra e pH atingido nas respectivas concentrações de ureia em efluente 
e lodo estão apresentadas na Tabela 2, permitindo calcular a 
concentração de NH3 disponível nas amostras, segundo as equações 
propostas por Emerson et al. (1975):  
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pka =
2729,92

(T + 0,090181)
 

 

𝑓(NH3) =  
1

(10pka − pH + 1)
 

 
 Observou-se que para os controles (sem adição de ureia), o pH 
manteve-se em cerca de 7,0, enquanto para os tratamentos (com adição 
de ureia) o pH obtido foi > 8,9, o qual favoreceu positivamente a obtenção 
de NH3. 

 
Tabela 2. Média dos parâmetros físico-químico avaliados nas 
amostragens de efluente e lodo suinícola, frente aos percentuais de ureia 
adicionada nas amostras e seus respectivos valores de temperatura, pH, 
amônia total, NH3 ao final de 120 dias de estocagem. 

 
 

No efluente, HAdV-2 foi inativado significativamente após 15 
dias de tratamento nas concentrações de NH3 de 171,7 mM e 322,2 mM, 
com reduções de 3,6 e 4,0log10, respectivamente. Na concentração de 
670,0 mM de NH3, o HAdV-2 reduziu significativamente após 9 dias de 
tratamento 3,0log10, como mostrado na Figura 10a.  

No lodo biodigerido, HAdV-2 foi inativado significativamente 
após 9 dias, nas concentrações de 370,5 mM e 786,7 mM de NH3, 
atingindo reduções de 3,5 e 4,0log10, respectivamente. Utilizando a 
concentração de 1609,4 mM de NH3, HAdV-2 decaiu 3,0log10 em 3 dias, 

Ureia (%) Amônia Total (mg.L-1) Temperatura (ºC) pH NH3 (mM)

0,00 2927 ± 569 23 ± 0,90 7,3 ± 0,27 2,2 ± 33,52
4,00 8175 ± 1060 23 ± 0,90 9,0 ± 0,09 171,7 ± 179,70
8,00 13437 ± 3047 23 ± 0,83 9,1 ± 0,21 322,2 ± 213,60

12,00 24837 ± 2111 23 ± 0,96 9,2 ± 0,19 670,0 ± 168,70

Ureia (%) Amônia Total (mg.L-1) Temperatura (ºC) pH NH3 (mM)

0,00 6440 ± 1922 23 ± 0,73 7,2 ± 0,02 3,3 ± 146,41
8,00 20483 ± 5330 23 ± 1,00 9,1 ± 0,07 370,5 ± 328,60

16,00 28440 ± 7723 23 ± 0,91 9,2 ± 0,05 786,7 ± 403,47
32,00 52325 ± 8135 23 ± 0,70 9,3 ± 0,17 1609,4 ± 532,40

Efluente

Lodo
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como mostrado na Figura 10b. Todas as reduções se ajustaram ao modelo 
linear com variação de r2 = 0,82 – 0,98.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Figura 10. Perfil de desinfecção de efluente e lodo HAdV-2 frente aos tratamentos baseados na elevação de NH3. 
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O tempo para a inativação de 3,0log10 de HAdV-2 em efluente e 
lodo suíno frente exposição à NH3 quando submetidos ao Tratamento 1 
foi de 15 e 9 dias, respectivamente; Para o Tratamento 2 foram 
necessários 15 e 9 dias para efluente e lodo, respectivamente; E para o 
Tratamento 3 foram necessários 9 e 3 dias para efluente e lodo, 
respectivamente, como apresentado na Figura 11. 
 

Figura 11. Tempo necessário de exposição à amônia não-ionizada para a 
inativação de ≥ 3,0log10 de HAdV-2 em efluente e lodo suinícola. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 A suinocultura no Brasil envolve tanto a produção intensiva 
quanto a familiar, gerando grande quantidade de dejetos todos os anos. 
Estes dejetos são despejados deliberadamente em rios/lagoas de forma 
clandestina, ou usados na agricultura sem qualquer controle prévio de sua 
seguridade sanitária. Deste modo, causam impactos ambientais severos, 
prejudicando a saúde pública humana e animal, bem como a economia do 
país (FONGARO et al., 2014). 
 Não há atualmente uma legislação nacional brasileira que 
padronize e tome providências sobre o uso dos efluentes animais como 
fertilizantes na agricultura, o que pode contribuir para a disseminação de 
diversos patógenos entéricos. Os dejetos animais possuem uma carga 
variada de patógenos entéricos, como bactérias, protozoários, helmintos 
e vírus, os quais podem ser encontrados nas mais diversas matrizes 
ambientais, desde água para consumo até dejetos animais utilizados 
diretamente na agricultura. Dentre estes patógenos, destacam-se os 
zoonóticos, responsáveis pela transmissão de doenças entre animais e 
humanos, onde os animais figuram como os hospedeiros obrigatórios, 
participando na manutenção do ciclo do patógeno, e o homem como 
hospedeiro acidental (ACHA; SZYFRES, 2001; CARDOSO, 2009). 
 As zoonoses são muitas vezes confundidas com doenças que 
afetam humanos e animais, no entanto para ser classificada como tal, o 
hospedeiro inicial deve participar ativamente na manutenção do ciclo do 
patógeno. Assim, Cardoso (2009) classificou as zoonoses conforme a sua 
forma de transmissão, podendo ser: a) Zoonoses transmitidas de maneira 
indireta, a partir da ingestão dos alimentos, estas, causando grande 
impacto na saúde pública e na economia do país, uma vez que coloca em 
risco todas as pessoas que consomem o alimento e, b) Zoonoses 
transmitidas de maneira direta, onde o animal entra em contato com o 
patógeno na fonte de contaminação. 

Os biodigestores anaeróbios, desenvolvidos para a geração de 
energia também estabilizam os dejetos animais e podem contribuir na 
desinfecção dos mesmos dependendo da sua temperatura de atuação e 
eficiência, já que as temperaturas são determinantes na digestão da 
biomassa frente aos microrganismos anaeróbios e metanogênicos 
(CHEN; CHENG; CREAMER, 2008).  No presente estudo HAdV-2 
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foi utilizado como patógeno entérico modelo para inferir a eficiência de 
higienização e desinfecção de efluentes e lodos suinícolas. Os adenovírus 
humanos são considerados um dos patógenos entéricos mais resistentes 
quando presentes no ambiente (MORESCO et al., 2012; RODRIGUEZ-
MANZANO et al., 2014), sendo os HAdV-2 passíveis de cultivo in vitro 
e enumeração.  No presente estudo a técnica de ICC-et-RT-qPCR foi 
utilizada para enumerar HAdV-2 infecciosos. Esse método é considerado 
seguro e acurado, pois consiste na quantificação dos vírus infecciosos, 
uma vez que amplifica os mRNA virais transcritos durante a etapa de 
replicação do vírus no interior da célula  A inativação de HAdV-2 foi 
avaliada através de um experimento conduzido em escala laboratorial 
mimetizando as temperaturas de operação dos biodigestores, a fim de 
avaliar a estabilidade térmica viral e extrapolar esses dados para os 
demais patógenos entéricos, já que o HAdV-2 constitui um modelo 
aceitável desses. Os resultados mostraram que o HAdV-2 permaneceu 
estável em condições naturais e mesofílicas (Figura 7a-b), sendo 
necessário um  pós-tratamento dos efluentes e lodos processados em BA 
nessas condições, visto que o HAdV-2 manteve-se estável por um longo 
período de tempo atingindo 4,0log10 de decaimento somente  entre 60 e 
120 dias para o efluente e 30 e 120 dias para o lodo, sendo esses tempos 
superiores ao tempo de retenção hidráulica (RH) usualmente adotados 
que variam entre 30-40 dias (EMBRAPA – SUÍNOS E AVES, 2003). 
Todavia, na temperatura de 55ºC (Figura 8), o HAdV-2 foi 
eficientemente inativado, tendo alcançado 4,0log10 de decaimento em 24 
h para o efluente e 12 h para o lodo.   

Considerando a inativação de patógenos entéricos virais, aqui 
representado pelo HAdV-2, recomenda-se que o tempo de retenção 
hidráulica (RH) de dejetos suínos em BA variem de acordo com a 
temperatura de atuação dos mesmos. Em condições naturais no inverno, 
é necessário um pós-tratamento dos efluentes e lodos suinícolas para seu 
reciclo mais seguro, no entanto, no verão recomenda-se uma RH de 30 
dias sendo que em mesofilia recomenda-se uma RH de 20 dias e em 
termofília uma RH mínima de 24 h.  

A relativa resistência do adenovírus frente a temperaturas 
ambiente e moderadamente elevadas pode ser devida à ausência de 
envelope lipoproteico e ao seu genoma de DNA dupla fita, o qual pode 
utilizar enzimas presentes na célula hospedeira infectada para o reparo de 
danos no seu genoma (GERBA; NWACHUKU; RILEY, 2003). Todavia, 
quando submetido à temperaturas superiores a 50ºC, ocorre uma rápida 
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inativação, observada neste estudo e em Maheshwari et al. (2004), o qual 
relatou uma inativação significante de 4,0log10 de decaimento do HAdV-
5 em 10 min quando em temperatura de 50ºC, sendo esta inativação 
relacionada a danos no capsídeo viral por meio da degradação proteica, 
impedindo a infecção (BERTRAND et al., 2012; VERHAELEN et al., 
2012; CARRATALÀ et al., 2013). No entanto, para manter a biomassa 
em temperaturas superiores às ambientais, como em mesofilia e 
termofília, é requerida uma demanda energética, o que encarece o sistema 
e aumenta o custo-benefício para a sua implantação. Assim, o uso de BAs 
em temperaturas naturais pode ser uma alternativa atraente para a 
produção de energia, porém, para um reciclo agrícola seguro do efluente 
e lodo gerado no processo, recomenda-se a desinfecção posterior ao 
processo de biodigestão anaeróbia.  

Do mesmo modo, a produção de biogás nos BAs é afetada de 
maneira indireta pela temperatura, uma vez que pode contribuir para o 
crescimento de microrganismos metanogênicos, bem como inativa-los. 
Angelidaki e Ahring (1994) e Hansen; Angelidaki e Ahring (1999) 
observaram uma diminuição da produção de biogás em BAs termofílicos, 
todavia, em BAs mesofílicos a produção era incrementada. Isto deve-se 
ao fato que em temperaturas acima de 55ºC, ocorre a inativação de 
microrganismos por NH3, devido ao aumento da concentração deste 
agente, favorecido pelo aumento da temperatura.  

Como tratamento alternativo pós-biodigestão em temperaturas 
naturais, foram conduzidos, em escala laboratorial, testes de desinfecção 
de efluentes e lodo suinícolas digeridos, utilizando a amônia não-ionizada 
gerada como agente biocida, obtendo-se tal condição por adição de ureia 
nessas matrizes.  

A amônia não-ionizada tem sido amplamente reportada como 
eficiente na desinfecção de fezes humanas, lodos de esgoto e resíduos 
biológicos industriais (EMMOTH et al., 2011; MAGRI et al., 2015). A 
reação de conversão de NH4

+ em NH3 depende diretamente de um pH 
alcalino, obtido no presente trabalho por meio da adição de ureia. A ureia 
disponível é solubilizada nos efluentes e lodos e em contato com ureases 
presentes naturalmente nos dejetos é hidrolisada gerando um meio 
alcalino e biocida pela ação de NH3, com concentrações variáveis em 
função da temperatura e pH (PECSON et al., 2007).  
 Os resultados apontaram que o HAdV-2, quando submetido ao 
tratamento com NH3 (Figura 10a-b), foi rapidamente inativado após 15 
e 20 dias no lodo e efluente, respectivamente, mostrando-se susceptível 
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em todos os tratamentos utilizados, considerando os controles não 
tratados. Também se pode observar uma relação de dose dependente, 
sendo que, quanto maior a concentração de NH3, mais rapidamente o 
HAdV-2 foi inativado. Esses resultados corroboram com os dados de 
PECSON et al. (2007) que também observou essa relação quando estudou 
os efeitos de NH3 frente aos ovos Ascaris suum, o qual utilizou 
concentrações de 1000 mM e 5000 mM de NH3. 

A eficiência biocida do NH3 vem sendo amplamente estudada e 
comprovada nas diversas classes de microrganismos, no entanto, não há 
estudos que demonstrem o mecanismo de inativação deste composto em 
vírus. Ward (1978) foi um dos precursores quanto a utilização da amônia 
não-ionizada como biocida para vírus entéricos, onde utilizou o 
Poliovírus, genoma RNA simples fita, sugerindo que a inativação 
ocorreria a nível de genoma, decorrida da clivagem do material genético.  
Decrey et al. (2015) utilizaram o bacteriófago MS2, com genoma RNA 
simples fita, para avaliar sua inativação frente à exposição a NH3, 
utilizando concentrações variando entre 0-160 mM de NH3. Observaram 
a perda da infecciosidade, sugerindo que a inativação ocorre devido a uma 
transesterificação alcalina. Em microrganismos com genoma constituído 
por RNA, o grupo hidroxila presente no carbono 2 (C2-OH) está próximo 
à ligação fosfodiester (característica que confere instabilidade ao RNA). 
Desta maneira, a presença do oxigênio próximo a esta ligação, permite 
ser atacado por bases fortes, levando à clivagem do material genético. 
Entretanto, não há estudos quanto à adsorção e penetração viral, avaliando 
a inativação em nível de capsídeo e genoma, bem como estudos que 
avaliem vírus com genoma DNA dupla fita. 

Estudos utilizando outros patógenos entéricos, como Salmonella 
enterica Typhimurium, bacteriófago PhiX-174 e ovos de Ascaris 
lumbricoides, utilizando concentrações de NH3 variando entre 160-370 
mM, mostraram que a bactéria foi rapidamente inativada, todavia, PhiX-
174 e ovos de Ascaris lumbricoides mostraram-se resistentes por um 
período maior, frente aos tratamentos com NH3, necessitando de um 
período maior de exposição (DECREY et al., 2015; MAGRI et al., 2015).  
 A regulamentação nº1774 de 2002 da União Europeia, exige a 
redução de infecciosidade de vírus termorresistentes em pelo menos 
3,0log10 para processos térmicos e químicos. Neste estudo, quanto aos 
tratamentos térmicos (Figura 9), HAdV-2 teve decaimento ≥ 3,0log10 
variando entre 100 e 7 dias para condições naturais e mesofílicas. 
Entretanto, quando em condições termofílicas, foi rapidamente inativado 
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após 12 h. No processo químico, configurado aqui pela exposição a NH3 

(Figura 11), a redução ≥ 3,0log10 de HAdV-2 foi obtida variando entre 3 
a 15 dias para ambas as matrizes avaliadas. Deste modo, a infecciosidade 
viral é significativamente reduzida na presença de altas concentrações de 
NH3, obtendo 99,9% de inativação de HAdV-2 presente no efluente e lodo 
pós-biodigestão anaeróbia, demonstrando a eficiência do processo de 
desinfecção aqui proposto.  
 Cabe ressaltar que a amônia não-ionizada é considerada tóxica 
(ANDERSON; STRADER; DAVIDSON, 2003; ANEJA et al., 2008; 
BEHERA et al., 2013). A presença do íon amônio nos dejetos, leva à 
acidificação dos solos e ambientes aquáticos, podendo ocasionar 
eutrofização e agravamento ambiental (WALKER; ANEJA; DICKEY, 
2000). Nesse sentido o reciclo agrícola de resíduos com alto teor de 
NH4

+/NH3 deve considerar os aspectos agronômicos do solo, águas e 
cultura vegetal que demandem altas concentrações da mesma, como no 
caso de cultivos de milho, cana-de-açúcar, soja e trigo (FONTOURA; 
BAYER, 2009); EMBRAPA – MILHO E SORGO, 2015).  Ainda assim, 
a aplicação do fertilizante em camadas de média profundidade ao invés 
de faixas superficiais reduz significativamente os impactos por 
volatização de NH3 (RODHE; PELL; YAMULKI, 2006; OTTOSON; 
SCHNÜRER; VINNERÅS, 2008). 

Explica-se, nos aspectos agronômicos que o pH do fertilizante é 
ligeiramente alcalino (acerca de pH 8,0), permitindo que NH3 volte à 
forma de NH4

+ e então utilizado para o desenvolvimento vegetal (CRUZ; 
PELACANI; ARAÚJO, 2004). Os fertilizantes nitrogenados são 
utilizados em grande parte para impulsionar a produção de alimentos, 
principalmente em lavouras que demandem maior consumo desses 
macronutrientes, como soja, milho e cana-de-açúcar, uma vez que 
aumentam a biodiversidade do solo com microrganismos que contribuem 
para o crescimento da planta, bem como é necessário para a formação de 
algumas estruturas do vegetal (BENTO, 1997). Quanto ao uso de 
fertilizantes, atualmente o Brasil importa cerca de 50% dos utilizados nas 
culturas típicas (nitrogênio, fósforo e potássio), caracterizados por adubos 
químicos e fonte não renovável (ANDA, 2015). Neste sentido, a produção 
de fertilizantes que reciclem biomassa da produção de suínos é 
promissora, reduzindo custos de importação, bem como a dependência 
brasileira por adubos químicos e reciclando a biomassa suinícola, nesse 
caso, de forma segura em um ciclo sustentável.  
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6 SUMÁRIO DE RESULTADOS 
 

6.1 Quanto à estabilidade térmica viral: 
 
 Em condições de temperaturas naturais no inverno (16ºC) 

HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de inativação em efluente e lodo suíno 
em 100 e 70 dias, respectivamente; 

 
 Em condições de temperaturas naturais no verão (22ºC) HAdV-

2 obteve ≥3,0log10 de inativação em efluente e lodo suíno em 30 
e 20 dias, respectivamente; 

 
 Em condições mesofílicas (37ºC) HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de 

inativação em efluente e lodo suíno em 20 e 7 dias, 
respectivamente; 

 
 Em condições termofílicas (55ºC) HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de 

inativação em efluente e lodo suíno em 12 e 24 h, 
respectivamente. 
 

 
6.2 Quanto à desinfecção por amônia não-ionizada 

 
 
 Para o Tratamento 1 (Efluente: 171,7 mM de NH3; Lodo: 370,5 

mM de NH3) HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de inativação em efluente 
e lodo em 15 e 9 dias, respectivamente; 

 
 Para o Tratamento 2 (Efluente: 322,2 mM de NH3; Lodo: 786,7 

mM de NH3) HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de inativação em 
efluente e lodo em 15 e 9 dias; 

 
 Para o Tratamento 3 (Efluente: 670,0 mM de NH3; Lodo: 1609,4 

mM de NH3) HAdV-2 obteve ≥3,0log10 de inativação em 
efluente e lodo em 9 e 3 dias, respectivamente. 
 
 
 
 



57 

 

7 CONCLUSÃO 
 

  A biodigestão anaeróbia em condições mesofílicas e termofílicas 
é indicada na redução de patógenos entéricos, porém demandam gastos 
energéticos para o aquecimento e manutenção da biomassa. As condições 
termofílicas podem afetar negativamente a produção de biogás, posto que 
também ocorrerá a inativação dos microrganismos metanogênicos. 

Os BAs no Brasil que atuam entre 16-22˚C (temperaturas naturais), 
permitem a estabilização de dejetos suínos, geram biogás sem gasto 
energético, uma vez que não necessitam de energia para o aquecimento 
da biomassa, porém estas condições não foram eficientes na higienização 
de efluentes e lodos suínos. Deste modo, recomenda-se o tratamento 
destes subprodutos, pós-biodigestão anaeróbia, sendo o uso de amônia 
não-ionizada promissor na inativação de HAdV-2, o que possibilita gerar 
biofertilizantes sanitariamente seguros.  
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8 PERSPECTIVAS 
 
São perspectivas deste trabalho: 
 

1. Realizar estudos agronômicos em relação aos fertilizantes 
produzidos a partir dos digestato suínos; 

2. Otimizar os tratamentos com ureia, utilizando menores 
concentrações desse mineral; 

3. Elucidar o mecanismo de inativação da amônia não-
ionizada em patógenos virais com genoma DNA simples 
fita, dupla fita e fita circular, visto que não há estudos que 
comprovem o local de ação da inativação desse biocida 
em vírus de genoma DNA; 

4. Realizar análise quantitativa de risco microbiológico no 
reciclo do digestato tratado. 
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