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Resumo

RESUMO

Portugal é um dos dez maiores produtores mundiais de azeite. Durante o processo de
extraccdo de azeite virgem, para o qual se recorre exclusivamente a processos fisicos,
produzem-se grandes quantidades de aguas residuais. Estas resultam da lavagem do fruto,
anterior a extraccdo, da agua de vegetacdo da azeitona, e de alguma agua que é adicionada
para facilitar a emuls@o. Estas aguas residuais, vulgarmente designadas por &guas rucas,
tornaram-se um problema ambiental especialmente nos paises da Bacia Mediterranica.

N&o foi ainda estabelecido, & escala industrial, um sistema de tratamento eficiente e
economicamente viavel para estas aguas residuais, fundamentalmente, porque séo produzidas
em grandes quantidades, num periodo curto do ano, possuem elevada carga organica, e
apresentam teores muito elevados de compostos fendlicos e acidos gordos. Esta tese pretende
contribuir como uma abordagem de apoio ao desenvolvimento de um tratamento bioldgico
destas aguas residuais, utilizando como modelo, microrganismos adaptados do grupo das
leveduras, por terem sido isolados a partir de amostras de 4guas rucgas.

Fez-se uma caracterizacdo fisico-quimica e microbiol6gica, em simultaneo, dos
efluentes gerados num lagar continuo de trés fases, durante duas campanhas oleicolas
consecutivas, na Cooperativa Agricola dos Olivicultores de Murca (CAOM). A partir das
amostras microbiologicas, efectuou-se um estudo de caracterizagdo da abundancia e
diversidade de espécies de leveduras deste ambiente particular. As espécies identificadas em
maior niumero de isolados foram sujeitas a um processo de selec¢do. Foi escolhido um isolado
de Candida oleophila, cujas potencialidades para remover a toxicidade das aguas rucas se
revelaram mais adequadas aos objectivos. A caracterizagcdo fisico-quimica serviu para
estabelecer os parametros que melhor reflectiram as propriedades de cada fluxo de subproduto
formado e que permitiram distinguir os tipos de efluentes gerados.

Concluiu-se que as aguas de lavagem (AL) sao significativamente diferentes das aguas
da centrifuga vertical (DEC) e das aguas rucas (AR). As aguas de lavagem tém menor carga
organica, pH mais elevado e teores mais elevados de oxigénio dissolvido, comparativamente
com os valores registados nas 4guas rugas, para 0s mesmos parametros. A Caréncia Quimica
de Oxigénio (CQO), Carbono Organico Dissolvido (COD), teores em potassio (K) e teores em
fésforo (P) revelaram ser os mais adequados para caracterizar os fluxos de efluentes gerados
na CAOM. A caracterizacdo microbioldgica permitiu concluir que as aguas residuais de lagares
de azeite apresentam uma elevada abundancia de microrganismos, que incluem bactérias,
fungos filamentosos e leveduras. As populac6es de leveduras e fungos filamentosos revelaram
estar mais adaptados ao ambiente estudado, pois a sua abundancia diminuiu menos quando
as condi¢cbes ambientais se tornaram mais desfavoraveis.

Nas 4guas de lavagem as espécies identificadas, correspondentes a um maior nimero
de isolados, foram a C.oleophila e Metshnikowia aff. fructicola. Nas &guas rugas as espécies

mais abundantes foram a C.oleophila e a C.pomicola. Por terem sido identificadas em maior
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namero de isolados, e a partir de amostras das aguas rugas, as leveduras identificadas de
C.oleophila e C.pomicola foram avaliados em ensaios de degradac¢@o de compostos fendlicos.
O melhor isolado desses ensaios preliminares foi seleccionado, de acordo com as capacidades
registadas em utilizar varios compostos fendlicos hidroxilados e metoxilados, para destoxificar
amostras de &gua ruca esterilizada, ndo diluida e n&do suplementada. A diminuicdo da
toxicidade da agua rucga foi verificada na germinagdo de sementes, na bioluminescéncia de
bactérias, e na bioenergética mitocondrial.

Concluiu-se que o isolado seleccionado de C.oleophila apdés um més de incubacéo,
promoveu uma remocao de 50% da carga organica das aguas rucas (em termos de CQO), e
83% do teor em polifendis totais, revelando boas capacidades depurativas. Foi ainda capaz de
diminuir a toxicidade das amostras de agua ruca tratada (ARt) na germinacdo de sementes de
Lepidum sativum, aumentando o Indice de Germinacdo até 32% utilizando ARt diluida,
comparativamente com a mesma diluicdo usando ARnt. Concluiu-se ainda que a ARt diminuiu
a toxicidade da AR em cerca de 50% na inibicdo da bioluminescéncia em Vibrio fischerii. O
teste de inibicdo da bioluminescéncia revelou ser mais sensivel para avaliar a toxicidade de um
efluente do que o teste de germinacdo. Quanto aos efeitos ao nivel da bioenergética
mitocondrial, concluiu-se que a acc¢do da C.oleophila diminuiu o efeito téxico provocado pelas
aguas rucas nos complexos respiratérios. Com base nos resultados obtidos, e no caso da
succinato desigrogenase, o ICsq obtido mostrou uma diminui¢éo da toxicidade superior a 50%,
quando se usou a ARt. Para além do efeito téxico sobre este complexo, verificou-se ainda um
efeito deletério da agua ruca sobre a ATPase. Utilizando a ARt, os valores de IC50 revelaram
uma diminuig&o na toxicidade superior a 50%.

Dadas as elevadas potencialidades demonstradas pelo isolado utilizado nos ensaios de
destoxificacdo das aguas rucas, bem como com outros tipos de efluentes, patenteou-se em co-
autoria, um processo de depuracdo de efluentes agro-industriais com elevado teor de
compostos aromaticos, que tem como base a aplicacdo do isolado seleccionado com este

trabalho de tese.

Palavras-Chave: &guas residuais, aguas rucas, bactérias, bioluminescéncia,
caracterizacdao fisico-quimica, caracterizacdo microbioldgica fungos filamentosos, indice
germinacdo, lagares de extraccdo de azeite, leveduras, toxicidade de efluentes,

tratamento biolégico.
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ABSTRACT

Portugal is one of the ten largest producers of olive oil. During the extraction process of
virgin olive oil, exclusively done by mechanical processes, high amounts of residual waters are
produced. These result from the washing of the fruit prior to extraction, from the vegetation
water of the olives and some water that is added during the emulsifying process. These residual
waters commonly referred to as Olive Mill Wastewaters (OMW), became an important
environmental problem, especially in countries of the Mediterranean Basin.

Considering industrial application of well established treatment systems, none of them
has proved to be efficient and economically profitable to be applied broadly. The factors usually
pointed out as responsible for that are related with high amounts of organic load, together with
high concentrations of phenolic compounds and fatty acids that characterize these wastewaters.
This thesis pretends to contribute with a new approach to develop biological treatment systems,
using model organisms, like yeasts, isolated from samples of OMW.

A simultaneous physico-chemical and microbiological characterization of OMW was
done during two olive harvest campaigns, in a cooperative continuous extraction mill, of the
Cooperativa Agricola dos Olivicultores de Murca (CAOM). The results obtained in the
microbiological characterization were used to study the abundance and diversity of the yeast
community of this particular environment. The species identified in a higher number of isolates
were used in a selection process. An isolate, identified as Candida oleophila, was selected to
remove the toxicity of OMW samples. The physico-chemical characterization was used to
establish the parameters that adequately reflected the wastewaters characteristics, and were
able to distinguish between wastewater flows produced in the studied olive mill.

It has been concluded that the washing waters (OWW) were significantly different from
the waters of the vertical centrifuge (CWW) and of olive mill wastewaters (OMW). The
wastewaters from OWW had lower values of organic matter, higher pH values and higher
values of dissolved oxygen, comparatively to the values registered for the same parameters in
OMW. Chemical Oxygen Demand (COD), Dissolved Organic Carbon (DOC), potassium (K) and
phosphorus (P) values measured in the waters, have shown to be the physico-chemical
parameters most adequate to characterize the residual water flows generated in the cooperative
(CAOM). The microbiological characterization showed that the olive mill wastewater flows had
high abundances in microrganisms, which include bacteria, filamentous fungi and yeasts. The
filamentous fungi and yeast populations revealed to be more adapted to the studied
environment, since their counts were less affected by the more unfavourable environmental
conditions.

In the OWW samples, the highest number of isolates was identified as Candida
oleophila and Metshnikowia aff. fructicola species. In the OMW samples the most abundant
species were Candida oleophila and Candida pomicola. Due to the fact that the species of
C.oleophila and C.pomicola were identified in isolates obtained from OMW samples, and were,

simultaneously, the most abundant identified species, their abilities in degrading several
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phenolic compounds were tested in different assays. The isolate that showed the best
performance was selected to detoxify samples of sterilized, non supplemented and non diluted
OMW samples. The effect of the isolate in removing some of the OMW toxicity was evaluated
using germination tests, bioluminescence assays, and effects in the mitochondrial
bioenergetics.

The results obtained lead to the conclusion that the selected C.oleophila isolate, after
one month incubation period, was able to remove about 50% of the organic matter (COD) and
83% of the total polyphenols content. The isolate was able to lower the toxicity of treated olive
mill wastewater (OMW1) in the germination of Lepidum sativum seeds. The Germination Index
(Gl) increased up to 32% using diluted OMW!t, comparatively with the same dilution using
untreated olive mill wastewater (OMWNnt). It was also concluded that the OMWt decreased
OMW toxicity for about 50% in Vibrio fischerii bioluminescence. This inhibition test was more
sensitive to evaluate the toxicity of the effluents than the germination test. As for the effects in
mitochondrial bioenergetics, it was concluded that the growth of the C.oleophila isolate in OMW
decreased the toxic effect in respiratory complexes. Based in the registered results, and for
succinate dehydrogenase, the ICsy calculated, showed that incubation of SMP with treated
decreased the toxicity more than 50%. Besides the toxic effect verified to this complex, it was
also detected a deleterious effect caused by OMWnt on the ATPase. Using treated OMW, the
ICs values revealed a decrease in toxicity higher than 50%.

Due to the good abilities shown by the isolate used in the detoxification assays of OMW,
and also showed in other types of effluents with high concentrations of phenolics or aromatic
compounds, the author of this thesis in collaboration with other inventors, patented a process
for depuration of agro-industrial wastewaters with high contents of aromatic compounds, that is

based in the application of the isolate selected with this work.

KEYWORDS: bacteria, biological treatment, bioluminescence, effluents toxicity,
filamentous fungi, germination index, microbiological characterization, olive mill

wastewaters, olive mill, physico-chemical characterization, residual waters, yeasts.
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OBJECTIVOS E PLANO GERAL DA TESE

A producdo mundial de azeite tem sofrido nas Ultimas duas décadas um
incremento significativo. As raz6es fundamentais prendem-se com o aumento do
consumo desta gordura vegetal, como consequéncia da adesdo cada vez maior a
chamada dieta mediterranica, comprovadamente com beneficios para a salde
humana.

A agro-indistria de extraccdo de azeite gera grandes quantidades de
subprodutos. Destes, alguns podem ser revalorizados, fundamentalmente com
aplicacdes energéticas, mas um dos efluentes — agua ruca — ndo tem, até ao momento
actual, uma reutilizacdo economicamente viavel. Estas aguas tém-se revelado um
problema ambiental grave, pois apresentam um elevado teor poluente e sédo geradas
em grandes quantidades, num periodo muito curto do ano. Os efeitos das aguas rucas
prendem-se com a elevada carga organica que caracteriza estes efluentes, bem como
com a presenca de substancias que apresentam capacidades fitotdxicas e
antimicrobianas — compostos fendlicos, taninos e &cidos gordos volateis.

Varios tipos de tratamento tém vindo a ser alvo de investigacdo pela
comunidade cientifica, cujo objectivo € encontrar uma forma eficiente e
economicamente viavel de resolver este problema ambiental. O conhecimento
adequado da tipologia fisico-quimica destes efluentes bem como das quantidades
geradas é fundamental para decidir sobre a melhor opcao tecnologica de tratamento.

Partindo deste quadro, o trabalho que se apresenta pretende dar um contributo
para a resposta as questbes assinaladas nos paragrafos anteriores. Assim, 0s

objectivos desta tese séo:

| — Caracterizar fisica e quimicamente os efluentes liquidos gerados por um
lagar cooperativo de extraccdo de azeite em regime continuo de trés fases
localizado na regido de Tras-os-Montes e Alto Douro;

Il — Determinar os parametros fisico-quimicos que possam caracterizar de
forma adequada os tipos de efluentes gerados num lagar de extraccdo de
azeite;

Il — Caracterizar as populagfes microbianas dos efluentes liquidos gerados
pelo lagar em estudo e estabelecer quais os parametros fisico-quimicos que

mais as afectam ao longo do processo de extracgdo de azeite;
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IV — Isolar e identificar estirpes de leveduras que apresentem caracteristicas de
adaptabilidade e resisténcia as condicdes de toxicidade tipicas dos efluentes
liqguidos gerados pelos lagares de azeite;

V — Testar a capacidade destoxificante de isolados de leveduras obtidos das
aguas rucas, nomeadamente na remocdo do efeito toxico dos compostos

fenolicos;

A tese é constituida por seis capitulos. No primeiro capitulo apresenta-se uma
perspectiva geral relativa a producdo de azeite e azeitona no mundo, referindo as
zonas mais significativas e dando énfase a producdo portuguesa. Refere-se também,
de forma genérica, a quantidade de aguas rugas produzidas a nivel mundial e em
Portugal. Estabelecem-se ainda as diferencas fundamentais entre as tipologias de
lagares para extraccdo do azeite, bem como os subprodutos gerados por cada tipo de
lagar. Finalmente, apresenta-se de forma breve, em que consiste o processo de
extraccdo, para que melhor se compreenda como e em que fases de extracgédo se
geram os diferentes subprodutos.

No Capitulo Dois mostra-se a caracterizagéo fisica e quimica dos efluentes
liquidos gerados no lagar em estudo. Para esta caracterizacdo fizeram-se recolhas
dos diferentes locais onde sdo gerados efluentes liquidos durante duas campanhas
sucessivas de extrac¢do de azeite — campanhas 2003/2004 e 2004/2005. As recolhas
foram efectuadas no inicio, meio e final das campanhas, em trés locais distintos: na
agua de lavagem das azeitonas, na agua que sai da centrifuga vertical apds a
separacdo de fases, e na dgua depositada numa bacia logo ap6s a separacao de
fases. Os parametros medidos foram analisados estatisticamente, para identificar
aqueles gue mais se correlacionam com a origem do efluente, de forma a obter o
menor numero de pardmetros possivel, capaz de identificar de forma acurada o tipo de
efluente que é gerado.

As amostras que foram recolhidas para a caracterizacdo fisico-quimica
serviram simultaneamente para fazer a caracterizagdo microbioldgica dos efluentes,
cujos resultados se apresentam no Capitulo Trés. Para esta, as amostras de
efluentes recolhidas nos mesmos locais, e nas mesmas campanhas, foram inoculadas
em meios de cultura selectivos, para os grupos microbianos: heterotroficos totais,
fungos filamentosos e leveduras. Esta experiéncia teve como objectivo estabelecer a
dimenséo das populac¢des, determinar as suas abundéancias relativas, ndo sé umas em
relacdo as outras no mesmo local, como também a sua varia¢cdo ao longo da cadeia
de extraccdo de azeite. Ainda no mesmo capitulo, através de analise multivariada,

estabelecem-se correlages entre as contagens microbianas e os parametros fisico-
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guimicos determinados, no sentido de identificar que caracteristicas dos efluentes
mais influenciam o nimero de microrganismos que se encontram nestas aguas rugas.

As populacdes de leveduras obtidas nos ensaios anteriores foram sujeitas a um
trabalho posterior de agrupamento baseado em técnicas de tipagem molecular. O
grupo isolado a partir das 4guas com teores mais elevados de poluicdo foi sujeito a
técnicas moleculares para identificacdo taxionomica. Os resultados obtidos por estas
técnicas apresentam-se no Capitulo Quatro. Este grupo microbiano apresentou
nameros elevados e uma grande diversidade biolégica, revelando interessantes
capacidades de adaptacdo as 4&guas rucas. Dos isolados com maior
representatividade, encontrados ap6s o processo de identificacdo foram seleccionados
alguns para ensaios de degradacao de efluentes simulados e reais.

No Capitulo Cinco apresentam-se os resultados dos ensaios de degradacéao e
utilizacao de compostos fenélicos como fonte de carbono e energia, realizados com os
isolados obtidos anteriormente. ldentificaram-se estirpes capazes de metabolizar
diferentes substancias fendlicas frequentemente encontradas nas aguas rugas. A
estirpe que apresentou maior eficiéncia foi usada em ensaios de destoxificagdo de
aguas rucas “inteiras”. Um isolado de Candida oleophila, espécie encontrada em todas
as amostras de efluentes gerados no lagar onde se efectuou este trabalho, foi usado
para destoxificar amostras de aguas rucas. Os seus efeitos foram verificados em
termos de reducdo da carga orgéanica, variacdo do teor fenélico no meio de cultura, e
na avaliagdo da toxicidade em processos de germinacdo, bioluminescéncia e
bioenergética mitocondrial.

Finalmente no Capitulo Seis apresentam-se as conclusdes gerais que se
obtiveram com este trabalho, bem como o grau de consecucdo dos objectivos
propostos. Apresentam-se ainda algumas linhas de investigacdo a seguir em trabalhos

futuros.
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CAPITULO 1
Introducédo Geral
1. A Fileira Oleicola

A oliveira, Olea europaea L., pertence a familia das Oleaceae, que abrange
centenas de espécies, maioritariamente arvores e arbustos das regides temperadas e
paleotropicais. E uma arvore rastica, de grande longevidade e com folha persistente. A
sua facil propagagado por via vegetativa permitiu que o seu cultivo se mantivesse ao
longo dos séculos (Monteiro, 1999). As origens do cultivo desta arvore perdem-se no
tempo, sendo mais ou menos consensual que tera surgido na bacia do Mediterraneo,
tendo-se espalhado a regides da Africa, Peninsula Ibérica e restante Sul da Europa por
sucessivas civilizagées que ocuparam a regiao (Bacelar, 2006).

O seu fruto, a azeitona, € uma drupa de mesocarpo carnudo (polpa), rico em
lipidos. O pericarpo (pelicula epidérmica) apresenta variagao de cores de acordo com a
variedade e estado de maturagao da azeitona, que vao desde o verde palido ao negro,
passando pelo violaceo ou roxo. O endocarpo (carogo) é duro, estriado e mais ou
menos pontiagudo, podendo perfazer até 30% do peso total do fruto. A forma é
geralmente ovoide e o seu tamanho e peso variam muito, desde pequeno (1,9 g) até
muito grande (> 8 g) (Figura 1.1).

O elevado teor em lipidos na polpa do fruto permite rendimentos em azeite de
14% a 28% do seu peso. Para além dos lipidos, o mesocarpo € maioritariamente
constituido por agua (=75%), agucares, proteinas, pectina, acidos orgéanicos, taninos,
oleuropeina, antocianinas e sais minerais (Monteiro, 1999). A colheita do fruto esta
dependente do fim a que se destina (azeite ou azeitona de mesa), da variedade, das
condigbes climaticas e dos meios de apanha a utilizar (manual ou mecanizada). No
entanto, o periodo de maturagdo do fruto corresponde, normalmente, ao intervalo de
tempo entre os meses de Novembro até Fevereiro.

A popularidade recente, e ainda crescente, da oliveira como produgdo agricola
esta relacionada com o aumento da procura dos seus produtos, nomeadamente o fruto,
e o0 azeite que se extrai do mesmo, devido aos comprovados beneficios que tém para a
saude humana (Saldanha, 1999; Tuck e Hayball, 2002; Perona et al., 2006). O baixo
ratio acidos gordos saturados versus acidos gordos insaturados, associado a presenca
de antioxidantes naturais, coloca a azeitona e o azeite como produtos capazes de
prevenir algumas doencas que afectam a populagdo humana. Nestas, incluem-se a
prevencao das doengas coronarias e arteriosclerose, particularmente devido ao efeito
dos compostos fendlicos, potentes antioxidantes naturais, também responsaveis pela

adstringéncia e acidez do azeite (Visioli et al., 2002; Caturla et al., 2005).
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Figura 1.1. — Azeitona, de diferentes cultivares. Aspecto do interior do fruto e principais

elementos constituintes (a — pericarpo, b — mesocarpo, ¢ - endocarpo).

A nivel mundial, nos ultimos 20 anos o consumo desta gordura vegetal aumentou
mais de 50%, tendo atingido as 60 mil toneladas em 2002. O consumo per capita em
1995 ultrapassou os 5,4 kg/hab/ano, rondando os 5,8 kg/hab/ano entre 1998-2002
(GPPAA, 2007).

1.1. Producéo de azeite no Mundo

A oliveira tem o seu habitat preferencial nas regides com clima de tipo mediterranico,
caracterizado por verdes quentes e secos. A maior parte do patrimonio olivicola mundial
concentra-se na regiao da Bacia Mediterranica (Monteiro, 1999) mas, nos ultimos 500
anos, o cultivo da oliveira estendeu-se a outros continentes, nomeadamente as
Américas, Africa do Sul, Australia, China e Jap&o (Connor, 2005). No entanto, Espanha,
Italia, Grécia, Turquia, Tunisia, Siria, Marrocos e Portugal, todos paises da Bacia
Mediterranica, sdo os maiores produtores mundiais de azeite, perfazendo mais de 90%
de toda a producao (FAOSTAT, 2007) (Figura 1.2.).
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Figura 1.2. — (a) Area de olival e (b) produgdo de azeitona (x 1000t) desde 2000 até 2005, pelos
principais paises produtores (Fonte: FAOSTAT, 2007).

Na década de 90, a producdo mundial de azeite atingiu quase os 2 milhdes de
toneladas, valores que ascendem, nos primeiros anos do século XXI, a mais de 2,2
milhdes de toneladas. O escoamento deste produto tende também a aumentar, pela
substituicao de outros dleos vegetais por azeite, fundamentalmente pelos beneficios que
aporta a saude humana.

A lista dos principais paises produtores de azeite difere pouco da lista dos
principais consumidores desta gordura vegetal. A excepcao faz-se para os Estados
Unidos da América (EUA), que consomem cerca de 5% de todo o azeite produzido
(Monteiro, 1999).

Em 2000, a superficie olivicola da Unidao Europeia (UE) representava 4% da
superficie agricola utilizavel (aproximadamente 5 milhdes de hectares), dos quais 48%
em Espanha e 22,5% em Italia. A produgdo comunitaria lidera o mercado mundial,
embora a Tunisia, a Siria e Marrocos tenham atingido valores de produc¢ao, em algumas
campanhas, equivalentes a 25% da produgao comunitaria e 20% da produgdo mundial.
As exportagdes comunitarias em 2000/2001 atingiram as 290 000 toneladas, sobretudo
de azeite envasilhado, para paises como os EUA, Japao, Canada e Australia. Até a
integracdo da Grécia, Espanha e Portugal, a UE era um importador liquido. A partir
destas entradas, assumiu um papel fulcral no comércio mundial de azeite. Esta
mudanga teve como consequéncia a evolugao das politicas de incentivo ao cultivo da
oliveira, que hoje se centra fortemente na melhoria da qualidade do produto, € no
incentivo aos agricultores para corresponder ao desejo dos consumidores. O orgamento
da politica comum de mercado no sector do azeite excede os 2 300 milhdes de euros
anuais (CEDGA, 2002).
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Pode considerar-se que a area de olival no mundo se mantém estabilizada, dado
que as tendéncias sao de equilibrio entre a produgdo e o consumo, a semelhanga do
que ja acontece no sector da azeitona de mesa. Ha, no entanto, alteragdes previsiveis
quanto aos niveis de producdo nos préoximos anos, principalmente devido ao Plano
Oleicola de Marrocos, que pretende instalar novos olivais com uma area total de
ocupacao de 435 000 hectares até 2020, e devido as primeiras producdes de olivais
novos (5 anos) em Espanha, que ascendem a mais de 160 000 hectares, bem como a
introducdo de novos olivais em zonas facilmente mecanizaveis e irrigaveis, como nos
EUA, México e Argentina (Monteiro, 1999). Considerando estas circunstancias, sera de

perspectivar um ambiente altamente competitivo a nivel mundial.

1.2. Producéo de azeite em Portugal

Sendo dos principais produtores mundiais de azeite, Portugal tem, na olivicultura,
um factor de importancia significativa para o pais, ndo sé do ponto de vista econémico,
mas também do ponto de vista social nas regides produtoras, devido a sua ligacédo as
condi¢des naturais das zonas, sendo os olivais mais valias patrimoniais, paisagisticas e
culturais.

Os dados mais recentes disponiveis relativamente a producdo de azeite e
azeitonas de mesa em Portugal reportam a campanha de 2004/2005. Nesse periodo,
segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), a drea de olival para azeite
ascendia a 363 839 ha, sendo as regides produtoras mais representativas Alentejo e
Tras-os-Montes (Figura 1.3.).
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Figura 1.3. — Produgado de azeite em Portugal, relativa a campanha 2004/2005, por regides
produtoras (adaptado de GPPAA, 2007). (EDM — Entre Douro e Minho, TM — Tras-os-Montes, BL
— Beira Litoral, Bl — Beira interior, RO — Ribatejo e Oeste, ALE — Alentejo, ALG — Algarve)
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A producdo de azeite representou um volume médio de negdcios anual (entre
2002 e 2004) de 65 milhdes de Euros. Relativamente a campanha anterior, aumentou
em cerca de 37%, tendo-se processado 500 658 hL de azeite de boa qualidade. Em
Portugal, a quase totalidade de azeitona laborada €& transformada em lagares
reconhecidos pelo INGA, persistindo ainda alguns lagares tradicionais que laboram
pequenas quantidades (ENEAPAI, 2007). O numero de lagares de azeite em Portugal
diminuiu de cerca de 1100 em 1995, para pouco mais de 600 em 2004 (GPPAA, 2007).
Num relatério recente da Agéncia de Controlo das Ajudas Comunitarias ao Sector do
Azeite (ACACSA) prevé-se uma estabilizacdo deste numero de lagares nos préximos
anos (ENEAPAI, 2007). Este facto ndo se traduziu numa diminuicdo da eficiéncia
produtiva que, pelo contrario, aumentou, essencialmente porque desapareceram muitos
lagares tradicionais de apenas um proprietario, sendo substituidos por lagares de
maiores dimensdes, com maior capacidade elaboradora e tendencialmente cooperativos
(GPPAA, 2007).

Esta reestruturagéo traduziu-se num aumento da quantidade de azeitona que é
laborada por lagar, sendo os maiores valores registados no Alentejo e Ribatejo e Oeste.
Desde 1990 até a campanha de 2004/2005 verificou-se um aumento de 6% do numero
de lagares continuos de duas fases, e de 12% de lagares continuos de trés fases. Nos
dados disponiveis relativos a campanha de 2004/2005, Portugal Continental laborou 303
mil toneladas de azeitona, originando mais de 46 mil toneladas de azeite. As regides
Alentejo e Tras-os-Montes concentram mais de 56% de azeitona laborada e mais de
61% do azeite obtido (Figura 1.4.).

No que diz respeito a informacao ambiental, dos 1253 lagares identificados pelas
Comissdes de Coordenagdo Regionais (CCDR) e pelo Instituto da Agua (INAG), apenas
cerca de 40% dispdem de informacdo sobre licengas de descarga para rejeicao das
aguas residuais, seja em linha de agua ou no solo, e 12% estéo indicadas como ligadas
a colectores municipais (ENEAPAI, 2007).

2. Extraccao do Azeite

A extraccdo de azeite nas unidades processadoras esta muito dependente do
tipo de sistema utilizado. Actualmente, e no caso particular de Portugal, apesar de ainda
se manter o processo tradicional de prensas em muitos lagares, os olivicultores
sentiram, a partir da campanha de 2001/2002, dificuldades em conseguir certificar as
suas unidades para obtengcdo de ajudas comunitarias a produgdo de azeite. Estas
unidades, criadas ha varias décadas, estdao equipadas com materiais e equipamentos
mais ou menos obsoletos e desgastados. Servem, essencialmente, para produzir

pequenas quantidades de azeite, principalmente para consumo préprio. Os proprietarios
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destas unidades nado possuem capacidade econdmica para fazer face as novas
exigéncias de mercado, ndo tanto no que diz respeito a qualidade do azeite produzido
mas, fundamentalmente, no que se refere as normas de higienizagao na producio, bem
como ao destino final dos subprodutos gerados. No que diz respeito a estes ultimos, as
exigéncias governamentais relativas a disposigcdo e tratamento de efluentes (DL n°
243/2001, Despacho Conjunto n° 626/2000 do Ministério da Agricultura e Ministério do
Ambiente) terdo, como maior consequéncia, o progressivo desaparecimento deste tipo
de unidades extractoras, ja visivel na redugéo sucessiva, campanha apés campanha, de

lagares registados.
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Figura 1.4. — Distribuigao, por regides, do numero de lagares, azeitona laborada e azeite obtido
na campanha de 2004/2005 (ENEAPAI, 2007) (EDM — Entre Douro e Minho, TM — Tras-os-
Montes, BL — Beira Litoral, Bl — Beira interior, RO — Ribatejo e Oeste, ALE — Alentejo, ALG —
Algarve).

A maior parte dos olivicultores e/ou associacbes de olivicultores dos paises
mediterranicos (cerca de 90% na Grécia, Itdlia e Espanha) utilizam o sistema de
centrifugacao continua. Em Portugal ainda existem muitos lagares de prensas (63%) e
s nas regides de Tras-os-Montes e Alentejo € que predominam os lagares continuos
(52% e 70%, respectivamente) (ENEAPAI, 2007).

Nos sistemas continuos incluem-se os que geram no final trés fases (azeite,
bagaco e agua ruga) e os chamados lagares ecoldgicos que geram apenas duas fases
(azeite e “alpeorujo”) (Sampedro et al., 2004). Estes ultimos sado largamente utilizados
em Espanha e “alpeorujo” é a designacao espanhola, cujo significado em portugués
sera lamassa. Neste trabalho usar-se-ao as duas designacoes.

Apesar de frequentemente serem referidos trés tipos de lagares — continuos de

duas fases, continuos de trés fases e descontinuos (de prensas), na realidade o
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processo de laboracido s6 difere na etapa de separacado das fases (Peres, 2001). As
operagdes anteriores a esta sdo comuns a todos os tipos de lagares. Na Figura 1.5.

mostram-se, de forma resumida, os passos fundamentais para a obtenc¢ao do azeite.

Azeitona

Lavagem (calibracéo) '—PI Armazenamento

Aguasde ...
Lavagem \ 4
Moenda
A\ 4 P [— Agua
Agua Batedura
\ 4 v \ 4 A 4
Prensagem Extracgdo Extracgao
Azeite 4q— (3 Fases) Azeite €— (2 Fases)
Bagaco
gag v l i l
Decantagéo/ A
Agua
Centrifugacéo R?u;a pagage pagaco
Humido

Voo

Azeite Agua Ruca

Figura 1.5. — Sequéncia das operagdes unitarias no processo de extracgdo do azeite (Peres,
2001).

Referir-se-a, de seguida, em que consistem basicamente as operagdes fisicas a

que sao sujeitas as azeitonas para a extracgao do azeite.

2.1. Limpeza, Pesagem, Moenda e Termobatedura

Apds a recolha e transporte da azeitona para o lagar, as primeiras fases
correspondem a pesagem, limpeza e armazenamento do fruto, do que resulta uma
azeitona limpa e pronta a ser processada. Destas operacgdes, gera-se um efluente
liquido constituido pela agua da lavagem, alguns sélidos sedimentaveis e matéria
organica em concentragdes variaveis que dependem, fundamentalmente, do estado de
maturag¢ao e sanidade do fruto, bem como da sua proveniéncia (do chdo e/ou da arvore)
(Peres, 2001).

O fruto armazenado é, depois, enviado para a moenda e termobatedura, cujos

objectivos sdo a preparagao da pasta a partir da qual se separardo as fases. Na
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operacdo de moenda (ou moagem), a drupa é esmagada, promovendo a ruptura das
células da polpa em cujo citoplasma se encontra o azeite. Esta operagdo pode ser
efectuada em moinhos de rolos ou moinhos metalicos. Os primeiros, mais comuns em
lagares de pequenas dimensdes, sdo formados por uma base circular (geralmente de
granito) sobre a qual giram rolos cénicos ou cilindricos (galgas), esmagando o fruto por
pressao e deslizamento, com rotacbes de aproximadamente 15 revolugdes por minuto
(rpm).

Os moinhos metalicos, mais eficientes e, como tal, mais usados em exploracdes
de grandes dimensbGes como os lagares associativos, possuem uma cruzeta onde se
inserem os martelos, envolvida por um crivo (camisa). Ao girar a elevada velocidade, os
martelos golpeiam a azeitona e a pasta sai através das perfuragdes do crivo. A pasta
formada é enviada para a termobatedura, cuja fungdo € formar uma fase oleosa
continua, com goticulas de gordura de maiores dimensbes, que facilitam a sua
separacgao das outras fases da pasta. Para tal, as termobatedeiras sao constituidas por
um depdsito de capacidade variavel (consoante as necessidades de producdo da
unidade extractora), vertical ou horizontal, de acordo com o eixo de rotagcido das pas que
se encontram a girar no seu interior. O objectivo destas pas, que giram a velocidades
entre 15 e 18 rpm, é voltear a massa. Esta operacido realiza-se a temperaturas
moderadas (entre 25 e 28°C) que sdo mantidas na batedeira através da circulacao
exterior ao depdsito, de agua de aquecimento, que geralmente circula numa camisa que
envolve o mesmo (Gouveia, 1995).

O tipo de processo utilizado para a extracgdo influenciard algumas das
propriedades fisico-quimicas apresentadas pelas aguas residuais. Como tal, apresenta-
se, de seguida, os principais aspectos que caracterizam o processo de extraccéo

propriamente dito, a jusante das operacgdes ja referidas.

2.2. Extraccao por Prensagem — Lagares tradicionais de prensas

Este sistema de extracgéo, o mais antigo, é ainda utilizado nos pequenos lagares
de azeite e em alguns lagares de maiores dimensdes que foram modernizados. Com a
natural evolugdo dos sistemas agricolas, as antigas prensas de discos, de vara ou
parafuso foram substituidas por prensas hidraulicas (Figura 1.6.), mais eficientes e que
exigem menor esforco, oferecendo um maior rendimento.

A pasta preparada nas operagoes anteriores é colocada em camadas finas sobre
discos de material filtrante denominados vulgarmente capachos ou ceiras, que se
dispdem em pilhas, uns sobre os outros, ao longo de um fuso que alberga um numero
diferente de filtros, consoante a sua dimensio e a grossura da pasta depositada em

cada capacho. Esse fuso é depois sujeito a pressao, por mecanismo hidraulico, que
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espreme os discos. O mosto oleoso (constituido por azeite e alguma agua) escorre
pelos capachos, separando-se da fase soélida que fica retida, sendo recolhido e enviado
para a fase seguinte, que tem como objectivo retirar a agua que ainda esta presente em
emulsdo com a matéria gorda. A decantacao é a forma tradicional usada para fazer esta
separacao. No processo, reconhecendo-se as diferencas de densidade entre o azeite e
a agua, o mosto oleoso é depositado em decantadores — “tarefas”. Aqui o azeite fica a
superficie, sendo removido. A agua (ruga), mais densa, permanece no fundo — “infernos”
(Peres, 2001).
Obtido assim o azeite, resta armazena-lo e, se for caso disso, embalar e

comercializar.

Figura 1.6. — Fotografia de prensa hidraulica utilizada nos lagares tradicionais para espremer a

polpa das azeitonas e extrair o azeite.

2.3. Extraccdo por Centrifugagdo — Lagares Continuos

O sector oleicola, com tradigbes centenarias na Bacia do Mediterraneo, manteve-
se tecnologicamente inalterado até ao inicio dos anos 70, com o aparecimento do
sistema de centrifugacdo de trés fases (Albuquerque et al.,, 2004). Através deste
processo, 0 azeite e a agua de vegetagao podem ser separados de forma continua, isto
€, a injeccao da pasta e a separacao das fases sdo efectuados sem ser necessaria a
paragem da maquina separadora — centrifuga horizontal (decanter) (Peres, 2001).

Pela sua maior eficiéncia e rapidez ao laborar, em pouco tempo, grandes
quantidades de pasta de azeitona, este processo de extracgdo tornou-se 0 mais usado
nos paises com maior produgdo de azeite, especialmente nas agro-industrias de
maiores dimensodes (Sayadi et al., 2000; Albuquerque et al., 2004; Giannoutsou et al.,

2004), particularmente em Espanha, Italia e Grécia, sendo que em paises em
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desenvolvimento, como Marrocos ou Tunisia, € ainda vulgar o processo tradicional
(Mouncif et al., 1993).

O sistema de extraccdo por centrifugacdo, propriamente dito, baseia-se na
diferente densidade apresentada pelas fases da pasta de azeitona quando sujeitas a
uma velocidade de rotacdo no interior de um tambor horizontal — centrifuga horizontal/
decanter. A centrifuga possui, no interior, um parafuso sem-fim a girar mais rapidamente
do que o tambor exterior, promovendo forgas distintas que actuam de forma diferente
sobre os componentes da pasta, separando assim o bagago, de densidade mais
elevada, a agua ruga, de densidade intermédia e o azeite, de menor densidade.

Devido as dimensdes do decanter, a for¢ca centrifuga aplicada (3000-4000 rpm)
nao é muito elevada e, como tal, a separacdo nao é perfeita. Para ultrapassar esta
dificuldade, vulgarizou-se a utilizagao, a jusante do decanter, de uma centrifuga vertical
a operar a velocidades mais elevadas (6000-7000 rpm), que permite a separagao entre

0 azeite e a fase aquosa (Peres, 2001).

2.3.1. Lagares continuos de duas fases — lagares ecoldgicos

Sendo a bacia do Mediterraneo responsavel por mais de 90% da produgao
mundial de azeite (Sayadi et al., 2000) e, consequentemente, pela produgdo de
quantidades imensas de aguas rugas, o tratamento e deposicao final destes efluentes
tornaram-se um problema ambiental grave (Albuquerque et al., 2004). Nas varias
tentativas de reduzir o impacto causado por estas aguas, foi desenvolvido e
comercializado, a partir de 1992, um novo sistema de extraccédo por centrifugacao,
denominado lagar ecologico ou de duas fases (Borja et al., 2002; Fernandez-Bolafios et
al., 2002; Albuquerque et al., 2004; Giannoutsou et al., 2004; Sampedro et.al., 2004,
Pelillo et.al., 2006).

Nos lagares ecoldgicos, a centrifuga horizontal em vez de apresentar ao longo
do tambor trés saidas de liquidos (uma para o azeite, uma para o bagaco e outra para a
agua rucga), apresenta apenas duas. Assim, obtém-se como produtos finais da
centrifugacao, o azeite e um subproduto, que resulta da mistura da agua ruga com o
bagaco, gerando um efluente bastante aquoso denominado “bagaco humido” ou
‘lamassa” em Portugal e “alpeorujo” em Espanha, onde estes lagares sao largamente
utilizados (Peres, 2001; Borja et al., 2002, 2006). O bagaco humido final resulta da
mistura das aguas de lavagem iniciais da azeitona, as quais se juntam as que saem do
decanter, sendo o volume de “alpeorujo” gerado de cerca de 0,25 L/kg de azeitona
processada (Pelillo et al., 2006).

As maiores vantagens apresentadas por este processo sdo a diminuicdo do

residuo produzido, ja que o consumo de agua é reduzido substancialmente (ver Figura
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1.7.), bem como um maior rendimento em azeite e um menor consumo de energia

(Albuquerque et al., 2004; Borja et al., 2006; Giannoutsou et al., 2004).
Lagares de Trés Fases Lagares de Duas Fases
Azeitonas Azeltonas
{1000 Kg) (1000 Kg)

{E} @
Agua Bagaco
m’gom,r[ Centrifugagio ]f:"?_"_'i‘!)_, [ Centrifugagio ] --------------- > L:’_ams)a
@ @
Agua Agua residual
Lia Ua
Agua [ Decantago ]—--5-“&3- _f‘;g_____,,[ Dscantagéo ]—-57-9-’3-'-'-‘3>
(1.0 - 1.6m*
i .
v '
Azeite Azeite
(~200 Kg) (~200Kg)

Figura 1.7. — Esquema comparativo dos dois sistemas de extracgao continua por centrifugagéo

actualmente em uso (adaptado de Albuquerque et al., 2004).

A maior desvantagem advém do facto do tratamento posterior do “alpeorujo”
gerado ser pouco rentavel, mesmo para as refinarias de O6leos, devido a grande
quantidade de agua que possui na sua constituicdo, que onera o transporte desde os
lagares até as refinarias, bem como o seu armazenamento, uma vez que deve ser
depositado em grandes bacias por longos periodos de tempo (Balis et al., 1996; Arjona
et al., 1999).
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2.3.2. Lagares continuos de trés fases

A excepcdo de Espanha, que como ja se referiu utiliza maioritariamente a
centrifugacdo com sistemas de duas fases, os restantes paises produtores de azeite
fazem a extraccéo recorrendo ao processo continuo de trés fases. Neste, para além do
azeite, geram-se dois fluxos de subprodutos: uma massa com pouca agua — bagaco —
constituida, fundamentalmente, por residuos de polpa e pelo carogo da azeitona, e um
efluente de coloragdo castanha mais ou menos escura, vulgarmente designado por
agua ruca (Sierra et al., 2001; Fernandez-Bolafios et al., 2002; Albuquerque et al.,
2004; Sampedro et al., 2004; D’Annibale et al., 2006; Pelillo et al., 2006).

Em Tras-os-Montes e Alto Douro, na campanha de 2004/2005 a extracgdo em
regime continuo fez-se em 52% dos lagares registados e destes, apenas 15% usaram o

sistema de trés fases ou misto, tendo os restantes usado ja o sistema de duas fases.

3. Subprodutos da Fileira Oleicola e problematica ambiental associada

Os subprodutos gerados pela industria oleicola estdo dependentes do tipo de
sistema usado na extraccdo do azeite. Para além deste facto, as caracteristicas
particulares de cada tipo de subproduto gerado esta dependente de outros factores. Far-
se-a uma reflexao sobre os sub-produtos que sado gerados quer nos lagares de prensas,
qguer nos lagares que utilizam a extracgao em sistema continuo. Estes tornaram-se, nas
duas ultimas décadas, um dos maiores problemas ambientais dos paises da bacia do
mediterrdneo, o qual urge resolver rapidamente.

O bagago, originado pela extraccdo em sistema continuo de trés fases e nos
sistemas descontinuos, é formado pela polpa e carog¢o do fruto. Contém ainda entre 25
e 50% de humidade e 5 a 7% de azeite. Este subproduto €, em termos ambientais, um
mal menor pois é, frequentemente, usado pelas industrias de extraccdo de o6leo de
bagaco (Cabrera Capitan, 1995). Depois de seco, extrai-se o0 6leo de bagaco, de forma
economicamente viavel e o subproduto utiliza-se como combustivel (Arjona et al.,
1999). Quando se faz a separagdo do carogo, aumenta a eficiéncia de extracgao do
6leo, permitindo uma utilizacdo posterior da polpa para producdo de alimento animal
(Aguilera et al., 1986) ou como aditivo organico na compostagem, misturada com outros
subprodutos agricolas (Ramos Ayerbe, 1986). Os carogos, para além de combustivel,
podem usar-se para fabrico de carvbes, carvdes activados e furfural (Ramos Suria,
1986).

O “alpeorujo” ou lamassa é o subproduto gerado pelos lagares continuos de
duas fases. E constituido por uma mistura sélido-liquido formada pelo caroco, polpa do

fruto, e ainda agua de vegetacao da azeitona. Para além de elevadas proporcbes de
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agua (cerca de 65%), possui ainda 2,5 a 3,5% de d6leos residuais (Giannoutsou et al.,
2004; Borja et al., 2006), apreciaveis quantidades de celulose e hemicelulose (18 a
20%), lenhinas (13 a 15%) (Albuquerque et al., 2004, Sampedro et al., 2004) e outra
matéria organica que inclui agucares, acidos gordos volateis, poli-alcodis, proteinas,
polifendis e outros pigmentos (Borja et al., 2002, 2006). Este residuo, cuja producao é
de aproximadamente 800 kg por tonelada de azeitona processada (Albuquerque et al.,
2004; Giannoutsou et al., 2004), devido as suas elevadas propor¢cdes de agua,
apresenta um volume de 0,25 metros cubicos por tonelada de azeitona (Pelillo et al.,
2006). Em termos ambientais, a produ¢ao € menor comparativamente com os volumes
de aguas residuais geradas com o sistema continuo de trés fases.

Nos sistemas de extracgédo continuos e nos lagares descontinuos (de prensas),
para além do bagaco, originam-se aguas rucas. Estas correspondem ao conjunto de
efluentes liquidos que incluem agua de vegetagdo da azeitona, agua de lavagem dos
frutos e a agua que é adicionada durante a extraccao propriamente dita. Este efluente
liquido apresenta uma coloragdo e cheiro que variam com o tempo. Assim, quando
“fresca”, apresenta uma coloracdo avermelhada (ruga) e cheiro idéntico ao do azeite,
mas com o decorrer do tempo, a coloragdo passa a castanho muito escuro ou preto, e o
cheiro torna-se fétido (Cabrera Capitan, 1995). Estas caracteristicas sdo consequéncia
da sua composicdo e da ocorréncia de processos de degradacido bioldgica,
particularmente em anaerobiose. A composi¢gdo das aguas rucas € extremamente
variavel e os factores que a influenciam incluem o processo de extracgao, as condi¢des
edafo-climaticas, a variedade da cultivar de azeitona utilizada, grau de maturagcéo do
fruto, condi¢des e periodo de armazenamento. De uma forma genérica, as aguas rugas
sdo maioritariamente constituidas por agua (83 a 94%), matéria orgénica (4 a 16%) e
sais minerais (0,4 a 2,5%) (Ramos-Cormenzana, 1996). As caracteristicas mais
referidas a respeito deste efluente prendem-se com o seu caracter poluente,
nomeadamente porque apresenta valores de carga organica elevados e presenga de
compostos como fenois, responsaveis pela sua cor, que lhes conferem propriedades
antimicrobianas e fitotoxicas, inibindo particularmente a germinacao (Capasso et al.,
1995; Paixao et al., 1999; Casa et al., 2003).

O sistema de extraccdo em continuo utiliza agua que é adicionada durante o
processo, podendo variar de 500 a 2 000 L por tonelada de azeitona (Scioli e Vollaro,
1997; De Marco et al., 2007). Este liquido, juntamente com o da agua de vegetacgéo,
origina as aguas rucas. A produgado deste efluente varia de 0,5 m*® a 0,8 m® de agua ruca
por tonelada de azeitona, nos lagares de prensas, e até 1,1 m> a 1,4 m® de agua ruca

nos lagares com sistemas em continuo. Um calculo rapido, baseado nestes valores e
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nos dados de producado referenciados anteriormente demonstra, claramente, que esta
industria € uma fonte persistente de poluigao.

Estima-se que a producédo de aguas rugas a nivel mundial seja superior a 30
milhdes de metros cubicos anuais (Jaouani et al., 2003; D’Annibale et al., 2006; De
Marco et al., 2007) concentradas na regido do mediterrdneo. Portugal produziu, na
campanha de 2004/2005, 46 000 toneladas de azeite (ENEAPAI, 2007). Considerando
que os processos de extraccado usados sao continuos e descontinuos, a estimativa para
a producao de aguas rugas, no nosso pais, ascende a 44 mil metros cubicos de agua
residual, gerada num curto periodo de tempo no ano (Dezembro a Marg¢o).

Numa publicacdo conjunta do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento
Rural e das Pescas (MADRP) e do Ministério do Ambiente, do Ordenamento do
Territorio e Desenvolvimento Regional (MAOTDR) (ENEAPAI, 2007), onde se
procuraram identificar indicadores e coeficientes de poluicao para os varios efluentes de
diversos sectores produtivos, verificou-se que os sectores de produgcdo animal
representam essencialmente carga em nutrientes, enquanto que nos sectores agro-
industriais, como € o caso do sector lagareiro, tem maior expressdo a carga organica.
Assim, em habitantes equivalentes (HE), os residuos da industria oleicola representam
251 000 HE para a carga organica, 39 000 HE em compostos de azoto e 34 000 HE em
compostos de fésforo.

No mesmo estudo foi, ainda, analisado o impacto territorial do sector lagareiro,
tendo-se verificado uma pressdo significativa sobre algumas bacias hidrograficas e
linhas de agua, bem como sobre alguns sistemas de aguas residuais associados a
pequenos aglomerados populacionais. As regides hidrograficas com pressdes muito
elevadas correspondem as regides do Douro, Tejo e Guadiana, obviamente
relacionadas com as regides do pais com maiores produgbes de azeitona e azeite
(Figura 1.3.). Estas observagdes permitiram estabelecer zonas de accdo para
eliminar/minimizar o efeito ambiental deste e de outros sectores produtivos, usando
varios critérios para delimitar as zonas. Assim, estabeleceram-se 5 nucleos de acgéo,
correspondentes a 29 concelhos nacionais que, na campanha 2004/2005, laboraram
60% da azeitona produzida (Tabela 1.1.) (ENEAPAI, 2007).

Os dados apresentados demonstram a necessidade urgente de encontrar uma
forma integrada, eficiente e, preferencialmente, pouco dispendiosa de eliminar os
residuos da industria oleicola. Estes esforgos foram iniciados no nosso pais em 1997,
quando a Confederacao dos Agricultores Portugueses (CAP) e o Estado Portugués
celebraram os entédo designados Contratos de Adaptacdo Ambiental (CAA), através dos
quais os lagareiros se comprometiam, voluntariamente, e de forma faseada, ao

cumprimento da legislagdo ambiental. Uma das formas encontradas para minimizar o
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efeito destes efluentes, reutilizando-os, foi estabelecida em 2000 com publicagcdo do
Despacho Conjunto n° 626/2000 (MADRP e MAOTDR), ainda ndo revogado, que prevé
a aplicagao das aguas rugas nos solos agricolas, impondo, no entanto, algumas normas
para a sua correcta aplicagdo. Destas, sobressaem a necessidade da emissao
condicionada de uma licenga, que considera aspectos como a existéncia de um
reservatorio, para armazenar a totalidade das &guas rugas produzidas durante a
campanha até, pelo menos, ao més de Marco, e a necessidade de realizar um pré-
tratamento que vise a correccdo do pH. Cumpridas estas condigdes, a utilizagdo no solo
sO deve ser feita em culturas arbustivas ou arbéreas e a quantidade maxima de 80
m3/ha ano, tendo, como condicionantes, a proximidade a zonas de Reserva Ecoldgica
Nacional (REN), pocos, furos, linhas de agua ou habitagbes (Despacho Conjunto
626/2000).

Conhecendo a realidade geografica de Portugal Continental, a produtividade em
azeitona nas diferentes regides do pais, as condicionantes socio-econdmicas e
populacionais, bem como as tipologias de lagares de extraccdo das regides com
maiores produgdes destes efluentes, fica claro que este tipo de solugdo nao é facilmente
aplicavel nas cinco zonas de accgao prioritaria referidas na Tabela 1.1. Efectivamente, o
lagar cooperativo onde foi efectuado o estudo que se apresenta, encontra-se na regido
transmontana, cujas condi¢gdes geograficas ndo sdo adequadas, na sua maioria, a este
tipo de reutilizagdo. A busca de solugdes de tratamento deve passar por outras
tipologias de intervengao, como as referenciadas no documento “Estratégia Nacional
para os Efluentes Agro-Pecuarios e Agro-Industriais” elaborado pelos Ministério do
Ambiente, Ordenamento do Territério e Desenvolvimento Regional, e Ministério da
Agricultura, Desenvolvimento Rural e das Pescas (2007). Nestas, prevé-se o
desenvolvimento de solugdes, quer individuais, quer colectivas, tendo-se considerado,
no entanto, que para o sector oleicola, as mais adequadas serdo do tipo individual, a
excepcgao de situacbes muito pontuais e nucleos especificos.

A escolha da intervencido adequada passara pela utilizagdo dos meios técnicos e
conhecimentos cientificos disponiveis e dependera dos recursos econémicos de cada
entidade envolvida. Para tal, o conhecimento correcto e actualizado das quantidades e
caracteristicas do efluente produzido, bem como da localizagdo da unidade
relativamente a linhas de agua e estagbes municipais de tratamento de efluentes
domésticos, permitira uma escolha adequada. Por razdes ja referidas anteriormente,
que se prendem com a grande variabilidade de caracteristicas apresentadas pelas
aguas rucas, far-se-a uma descrigao sobre o que se encontra publicado na bibliografia

relativamente as propriedades fisico-quimicas dos efluentes produzidos por cada
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tipologia de lagar, bem como algumas tecnologias disponiveis para o tratamento destes

efluentes.

Tabela 1.1. — Ndcleos de acgéao prioritaria para o desenvolvimento de estratégias de resolugéo

dos problemas ambientais do sector lagareiro (adaptado de ENEAPAI, 2007)

Azeite
. , Lagares por Nucleo ~ .
Nucleos Produzido/Nucleo 9 P Concelhos Informag@o Ambiental
Kg % N° %
Valpaggs, er.andela, Macedo 50% Unidades identificadas;
Cavaleiros, Vila Flor, Vila ) ~
Nova Foz Céa. S. Jodo 54% ligagéo a colector
A 10 544 700 23 89 15 X e municipal; 46% realiza
Pesqueira, Braganca, Torre X
tratamento ou pré-
de Moncorvo, Alfandega da
., tratamento
Fé, Mogadouro
70% Unidades identificadas;
B 2 468 500 5 82 14 Castelo Branco, Fundao, maioria espalha efluentes
Proenga-a-Nova nos solos agricolas; 15%
ligacao colector municipal
, . i 70% Unidades identificadas;
Santarém, Alvaiazere, Ourém, maioria espalha efluentes
C 3920 200 8 85 14 Torres Novas, Abrantes, P .
; A nos solos agricolas; 12%
Tomar, Ferreira do Zézere . R -
ligacao colector municipal
100% Unidades
Crato, S |, Est , . o L
D 4 840 000 10 17 17 rato, Sousel, Estremoz identificadas; maioria ligacéo
Elvas, Portalegre .
colector municipal
100% Unidades
E 6 650 500 14 16 16 Moura, Serpa, Vidigueira, Beja identificadas; maioria rejeita

efluentes em linha de agua

3.1. Aguas residuais dos lagares de prensas

Como ja foi referido, da produgdo de azeite a partir do sistema de prensas
resultam, para além do azeite, o bagago retirado dos capachos apds prensagem e a
agua ruga resultante da separagao por decantagao, a qual € normalmente adicionada a
agua de lavagem da azeitona.

O bagaco, que contém a pelicula e a polpa de azeitona, bem como o carocgo, e
ainda alguma matéria gorda (8 a 10%) apresenta algum valor comercial. Pode
submeter-se a extracgcao de dOleos através de solventes, que sdo depois refinados e
ainda, uma vez que apresenta elevado poder energético, depois de seco, pode ser
gueimado. Em muitos lagares serve para o aquecimento da agua da termobatedeira.

Quanto a agua ruga, o seu valor econémico é praticamente nulo, tornando-se um
problema ambiental, a ser resolvido pelos lagareiros. E consensual, nas publicacdes
cientificas disponiveis, que as caracteristicas fisico-quimicas destas aguas e a sua
grande variabilidade estdo dependentes de numerosos factores: variedade de azeitona,
tipo de solo, sistema de cultivo, grau de maturacao do fruto, tempo de armazenamento
do fruto e sistema de extraccdo usado, sendo este ultimo o que mais influencia a

composigao da agua ruga (Cabrera Capitan, 1995; Fiorentino et al., 2003).
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Numerosos estudos tém sido publicados mostrando que estas aguas, de uma
forma geral, e comparativamente com as geradas pelos outros sistemas de extracgao,
sdo mais concentradas (Pereira, 1992; Hamdi, 1993; Paixdo et al., 1999).
Efectivamente, em média, o processamento de azeitona neste tipo de lagar gera entre
0,5 m® a 0,8 m* de agua ruca por 1000 kg de azeitona processada, em oposicéo aos 1,1
m® a 1,4 m®de agua ruga por 1000 kg de azeitona no sistema continuo (Pereira, 1992;
Ursinos e Padilla, 1992; Hamdi, 1993; Paixdo et al., 1999; Vitolo et al., 1999), o que
confirma a maior concentragao de substancias no efluente deste tipo de extracgao.

A Tabela 1.2. mostra alguns dados publicados por diversos autores e que se
reportam a aguas rugas de lagares tradicionais.

E possivel concluir, da andlise da mesma tabela, que as aguas rucas de lagares
descontinuos apresentam um caracter acidico e possuem grandes quantidades de
matéria organica, quer sob a forma de sdlidos suspensos, quer sob a forma dissolvida.

No que se refere ao seu potencial poluidor, frequentemente com aluséo a carga
de Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) e/ou Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO),
os valores de CQO oscilam entre 75,86 e 224,1 g/L (média = 133,1 g/L), mostrando,
mais uma vez, a grande diversidade de valores obtidos, que depende de factores
externos as medigbes propriamente ditas, referidos anteriormente. E importante
perceber o que significa determinado residuo apresentar uma caréncia de oxigénio
elevada. Assim, para o caso desta média, significa que para oxidar este efluente seriam
necessarios 133,1 g de oxigénio dissolvido num litro de agua. Considerando que o
oxigénio dissolvido (OD) na agua a 15°C ronda os 10 mg/L, seriam teoricamente
necessarios 13 300 L de agua para depurar um litro deste efluente (Dias, 2004).

E de salientar também a presenca, em quantidades significativas, de substancias
que tém sido apontadas como tdxicas a varios niveis bioldgicos, nomeadamente os
polifendis e taninos. Efectivamente, Fiorentino e colaboradores (2003), ao testarem o
efeito deste efluente, considerando-o como um todo, e das suas fragcbes, obtidas a partir
do mesmo por varios métodos de separacao, verificaram que todos os compostos
apresentaram um forte potencial de toxicidade, quer em algas e rotiferos, quer em
crustaceos, normalmente presentes nos meios hidricos receptores.

Por outro lado, devido a presengca de quantidades significativas de nutrientes
como azoto (N), fésforo (P), potassio (K) e magnésio (Mg) (Hamdi, 1993), tém sido
realizadas inumeras tentativas de utilizar este efluente na irrigagdo em agricultura,
particularmente em regides aridas e semi-aridas, onde é pratica comum, em substituicdo
de agua pura (Angelakis et al., 1999).

Este tipo de procedimento esta legislado no nosso pais, tal como ja referido,
através do Despacho Conjunto n° 626/2000 do MADRP e MAOTDR, onde é referida a
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possibilidade de irrigagdo dos campos agricolas com aguas rugas previamente

depositadas em bacias de evaporagao, na dose de 80 m*ha/ano de Margo a Novembro.

No entanto, num estudo publicado recentemente por Mekki et al (2006) foi concluido

que ndo devem ser excedidos os 50 m*/ha/ano, sob pena de aumentar a salinidade do

solo, e recomendam o tratamento terciario de polimento das aguas rucas, de forma a

reduzir a sua toxicidade e manter a actividade maxima da microflora dos solos.

Tabela 1.2. — Caracteristicas fisico-quimicas apresentadas por amostras de aguas rucas de

lagares descontinuos.

Parametros [1] [2] [3] [4] [5] [6] [71 [8] [9] [10]
pH 4,5-  45- 52 5,2 4.8 55 4,7/51 4,7 4,8 4,7
5,0 5,0
Cor - - - - - 82,0 - - - 21,2
(abssos) (absaes)
Densidade - - - 1,03 - - - 1,06 g/L - -
g/L
Alcalinidade - - - - - - - 9.1 - -
Jcacos/L
Condutividade - - - - - 8,7 29,5/16,4 18,6 - -
dS/m mS/cm mS/cm
Salinidade - - - - - 5.94g/L - 11.9g/L - -
CQO (gO2/L) 120- 120- 124 191,1 86,4 117 131,7 224 1 75,86 130,5
130 130
CBO (gOg2/L) 90- 90- - - - 34,4 - 98,2 - -
100 100
Oleos e 0,5- 0,5- - - 4.4 9,2 - 6,5 3,6 -
Gorduras (g/L) 1,0 1,0
Polifenois - - 8,2 - 104 92g/L 11,5/9,6 64,8 8,9 4,0 g/L
Jac.tanicol L mg/L Ocatequina/L  Qac tanico/L mg/L
Taninos e - - - - 7,2 - - - 59 -
Lenhinas g/L g/L
Agucares - - - - - - - - - 2,1g/lL
soluveis
Solidos totais 120 120 92,4 - 96,4 11,4(% 15,8/24,8 - 90,2 49,7
(g/L) cinzas)
Solidos 1,0 1,0 - 27,9 54 8,9 - 49 - 1,8
suspensos (g/L)
N Kjeldhal (g/L) - - - - - - - 0,7 - 0,3
N amoniacal - - 150 - - - - 60 - 31
(mg/L)
N organico (g/L) - - - - - - - 0,77 - -
N total (g/L) - - - - 0,7 1,6 - - 0,63 -
C organico (g/L) - - - - - - - 1031 - -
Fosforo (g/K) - - - - - 0,8 - - - -
Fosfatos (g/L) - - - - - - - 1,8 - -

[1] Ursinos e Padilla, 1992; [2] Hamdi, 1993; [3] Fadil et al., 2003; [4] Vitolo et al., 1999; [5] Rosa e Vieira,
1995; [6] Mekki et al., 2006; [7] Sassi et al., 2006; [8] Mouncif et al., 1993; [9] Paixdo et al., 1999; [10] Dias,

2004.
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Também Sassi e colaboradores (2006), ao testar a toxicidade de efluentes
resultantes de diferentes processos de extracgdo, concluiram que os dos lagares
tradicionais sdao mais toxicos, devido ao efeito dos fendis, que foram encontrados em
concentragdes muito elevadas (11,5 g/L), e a presenca de metais pesados. Neste caso,
mesmo com diluicdes inferiores de agua ruga (1:2 para amostras de agua de lagares
continuos e 1:4 para amostras de lagares tradicionais), a maior toxicidade foi
apresentada pelas aguas dos lagares descontinuos, o que estava directamente
relacionado com a concentragao de metais pesados, também superior nestas amostras.

Da bibliografia consultada referente a estes tipos de lagares conclui-se que,
fundamentalmente devido ao pH &cido destas aguas, bem como as elevadas
concentracdes de matéria orgéanica, fendis e taninos, e metais pesados, elas nao podem
ser utilizadas de forma viavel (como fertilizante ou agua de irrigagcao, por exemplo) sem
serem previamente sujeitas a uma qualquer forma de tratamento (Paixao et al., 1999;
Vitolo et al., 1999; Mekki et al., 2006; Sassi et al., 2006;).

E evidente que os valores medidos para os diferentes parametros por diferentes
autores apresentam diferengas ébvias e aparentemente inesperadas. A justificacdo para
este facto tem sido normalmente atribuida ao processo de extraccao (Ursinos e Padilla,
1992; Cabrera Capitan, 1995), sendo, no entanto de salientar que outros factores
poderdo ser responsaveis por estas diferencas, como ja referido anteriormente
(Fiorentino et al., 2003).

Em Portugal, com base em dados da campanha de 1994/1995, Rosa e Vieira
(1995) compararam as aguas rugcas geradas pelos lagares tradicionais e lagares
continuos, mostrando que alguns parametros, tais como o pH, fendis totais, agucares
redutores e taninos e lenhinas, ndo estdo significativamente correlacionados com o
processo de extraccdo. Por outro lado, gorduras, sélidos totais, sélidos suspensos,
azoto (N) e CQO apresentam diferencas que podem ser atribuidas ao sistema operativo
do lagar, sendo que para gorduras, solidos totais e azoto total, os processos tradicionais
apresentam valores mais elevados, passando-se o contrario com a CQO e solidos

suspensos.

3.2. Aguas residuais dos lagares ecoldgicos

O “alpeorujo” ou lamassa é um subproduto gerado pelo sistema de extracgao
continuo de duas fases, que resulta, como ja referido, da jungcdo da agua ruga com o
bagaco da azeitona.

O tratamento destes residuos ¢ dificil, a semelhanca do que acontece com as
aguas rucgas do sistema de trés fases. Tém sido feitas tentativas de aplicar o “alpeorujo”

como fertilizante, alimento animal, e/ou para extraccdo de produtos de elevado valor
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(Fernandez-Bolafios et al., 2002; Giannoutsou et al., 2004). Alternativamente, o
“alpeorujo” pode ser seco e usado para cogeragao de energia eléctrica. Infelizmente,
surgiram alguns problemas, nomeadamente porque apos a secagem, identificaram-se
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) na sua composicdo. Para além deste
facto, a presenca de agucares dissolvidos torna o “alpeorujo” pegajoso e dificil de secar
nos secadores preparados para secar o bagago dos decanters de trés fases. Estes
problemas tornaram necessaria a procura de alternativas de (re)utilizagdo, tratamento
e/ou armazenamento deste subproduto (Albuquerque et al., 2004; Sampedro et al.,
2004).

Apesar da producgao deste tipo de residuo ser elevada em Espanha (= 3,5 a 6
milhdes de toneladas “alpeorujo’/ano) (Fernandez-Bolafios et al., 2002), poucos foram
os estudos efectuados com o objectivo de caracterizar fisica e quimicamente o
“alpeorujo”, ao contrario do verificado para as aguas rugas.

Neste tipo de avaliagbes, a caracteristica mais referida é o elevado teor em agua
(60-70%), que supera o apresentado pelo bagaco “seco” dos lagares de 3 fases (Borja
et al, 2002, 2006). Para além da agua, apresenta lenhina (13-15%), celulose e
hemicelulose (18-20%), azeite ainda retido na polpa (3%) e solidos minerais (1,5%).
Relativamente aos compostos organicos, os mais abundantes sdo os agucares (3%),
acidos gordos volateis (1%), poli-alcodis (0,2%), proteinas (1,5%), polifendis (0,2%) e
outros pigmentos (0,5%) (Borja et al., 2002).

Como consequéncia do aumento da producido deste tipo de efluentes,
particularmente em Espanha, foram feitos alguns trabalhos objectivando a sua
caracterizacdo no sentido de encontrar uma solucdo integrada de tratamento. Na Tabela
1.3. apresentam-se algumas propriedades destes residuos referidas em bibliografia
recente.

Pela observacao da Tabela 1.3, verifica-se que o bagagco humido apresenta um
teor em agua, em média, superior a 60% do peso total e concentragbes elevadas de
matéria organica, com mais de 50% na forma particulada (Borja et al., 2006). Com
ligeiras variagdes, os valores de pH mantém-se acidicos, a semelhanga do que
acontece com as aguas rugas. Fundamentalmente devido ao seu elevado teor em agua,
mas também por possuir particulas de pequena dimensdo, este material apresenta
caracteristicas, nomeadamente a sua plasticidade, porosidade e susceptibilidade a
compressao, que o tornam um residuo inadequado para determinadas reutilizagbes
como a compostagem (Albuquerque et al., 2004) ou a recuperagdo de O6leos em
refinarias, particularmente pelo facto dos secadores de lamas terem sido projectados

para os bagacos gerados pelos lagares de trés fases (Arjona et al., 1999).
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Tabela 1.3. — Caracteristicas fisico-quimicas apresentadas por amostras de “alpeorujo” de

lagares continuos de duas fases.

Parametros [11] [12] [13] [14] [15]

Mistura (%peso fresco) 64 - - 85.7 -

pH 53 53 5,8 4,9 4,9

Condutividade (dS/m) 3,4 - - - -

Cinzas (g/kg) 67,4 - - - -

TOC (g/kg) 519,8 - - - -

CQO (gO2/L) - - 150,3 133 10,9

CQO soluvel (gO2/L) - - 66,5 60 8,7

Alcalinidade (gCaCOs/L) - - 2,2 - 0,2

Sélidos Totais (g/L) - - 165,3 143 8,8

Sélidos Minerais (g/L) - - 21,1 - -

Sélidos Volateis (g/L) - - 1442 122 7.8

Sdlidos Minerais Suspensos - - 15,7 - -
(g/L)

Sdlidos Volateis Suspensos - - 126,5 - 1,4
(g/L)

N Kjeldhal (g/L) - - - - 0,11

N Amoniacal (mg/L) - - - - 48

N Total (g/kg) 11,4 - - - -

Razdo C/N 47.8 - - - -

Acidos gordos volateis (g/L de - - 2,9 0,9 0,2
acido acético)

Gorduras 121 g/kg 4,3 (p/p%) - - 7,1g/L

Fenais soluveis 14,2 g/kg 2,7 (p/p%) 2,4 g/L - 38 mg/L

Acucares soluveis 95,8 g/kg 2,3 (p/p%) - - -

Lenhina (g/kg) 426,3 - - - -

Celulose (g/kg) 193,6 - - - -

Hemicelulose (g/kg) 350,8 - - - -

Proteinas 71,5 g/kg 13,6 (p/p%) - - -

[11] Albuquerque et al., 2004; [12] Giannoutsou et al., 2004; [13] Borja et al., 2002; [14] Borja et al., 2006);
[15] Pelillo et al., 2006.

Na tentativa de ultrapassar estas dificuldades tecnoldgicas, foram ja publicados
estudos relativos a degradacao bioldgica destes efluentes. Assim, Pelillo et al. (2006)
obtiveram reducbées da CQO de 64,3% apds cinco dias de digestdo aerdbia, tendo
desenvolvido equag¢des modelo para a cinética da digestao, considerando que a fracgao
sélida e a sua hidrolise sdo o factor controlador de toda a cinética reaccional.
Giannoutsou et al (2004) apontam o “alpeorujo” como um possivel fertilizante ou
substrato para crescimento de cogumelos, apés fermentacdo com leveduras
adequadas. Albuquerque et al. (2004) fizeram uma analise detalhada das
potencialidades agrondmicas deste tipo de efluente, tendo verificado que, apesar de
ricos em diversos nutrientes fundamentais ao solo e crescimento das plantas,

apresentam nutrientes com concentragdes inferiores as normalmente utilizadas nos
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fertilizantes (como Fe, Cu, Zn, Mn). Referem, ainda, que apesar da aplicagcao destes
materiais poder constituir uma forma facil e barata de repor minerais no solo, o baixo
pH, associado a presenga de compostos antimicrobianos e inibidores da germinagao e
crescimento das plantas, bem como uma taxa C/N normalmente inadequada, nao
conferem ao “alpeorujo” as melhores caracteristicas para uma utilizacdo, em fresco,
como correctivo organico do solo.

Actualmente, o método mais comum de gestdo do “alpeorujo” consiste na sua
deposicao em bacias de evaporagao, que nao sao mais do que buracos escavados nos
terrenos préximos dos lagares. Nestes locais, por acgdo de condigdes naturais, alguns
processos degradativos podem ocorrer, nomeadamente evaporagao, com consequente
diminuigdo do teor em agua, e degradacao, em maior ou menor extensao, de alguma
matéria organica por ac¢do de microrganismos que naturalmente se desenvolvem
nestes habitats. Borja e colaboradores (2006) demonstraram que nas bacias de
evaporacgao, o “alpeorujo” sofre um processo de degradagao natural, durante o qual o
conteudo em agua decresce linearmente com o tempo de deposicao. Verificaram, ainda,
a ocorréncia de fendmenos de digestdao anaerobia, pela producdo de metano e
flutuagcdes do teor de acidos gordos volateis (AGV) associados a estes fendmenos de
metanogénese. Este tipo de deposicéo e tratamento é vantajoso relativamente a outras
formas de tratamento, uma vez que é de baixo custo, e podera ser utilizado em paises
em desenvolvimento ou em lagares com parcos recursos para investir em formas de
tratamento mais avangadas, mas também mais onerosas.

A extraccdo de compostos de elevado valor a partir do “alpeorujo” podera ser
uma forma rentavel de reutilizar este composto. A equipa de Fernandez-Bolafios (2002)
patenteou um processo cromatografico (PCT/ES02/00058) simples e nao dispendioso,
capaz de extrair hidroxitirosol de forma bastante purificada. Esta molécula apresenta
propriedades antioxidantes e nutricionais muito interessantes, e as aguas rugas e o
alpeorujo sdo muito ricas neste fenol, sendo, juntamente com o tirosol, o mais
abundante nestes residuos.

Desta, ou de outras formas que continuam a ser investigadas por numerosas
equipas, um residuo aparentemente sem valor comercial, pode tornar-se uma fonte com
alguma rentabilidade, diminuindo, assim, o impacto causado pelas grandes quantidades

de lamassa geradas pelos lagares ditos “ecoldgicos”.

3.3. Aguas residuais dos lagares continuos de trés fases
Como subprodutos, os lagares continuos de trés fases apresentam, para além
do bagaco, um efluente liquido com elevada carga organica, que é libertado quando se

efectua a separacao de fases na centrifuga horizontal.
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Este trabalho estuda em particular as caracteristicas fisicas, quimicas e

microbioldgicas deste efluente e por essa razao as suas propriedades serdo exploradas

e discutidas nos capitulos seguintes.
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CAPITULO 2
Caracterizacgao fisico-quimica das aguas residuais de um lagar continuo de trés fases
1. Introducéo

Em Portugal, a extrac¢do do azeite é efectuada recorrendo, maioritariamente, ao
processo de centrifugacdo continuo de trés fases, apesar de ainda subsistirem muitos
lagares tradicionais. Como referido na Introdugdo Geral, o sistema continuo de trés
fases, para além do azeite, origina uma massa com pouca agua — bagago — constituida
fundamentalmente por residuos de polpa e pelo caroco da azeitona, e um efluente de
coloragdo castanha, vulgarmente designado por agua ruca (Sierra et al.,, 2001,
Fernandez-Bolafios et al.,, 2002; Albuquerque et al., 2004; Sampedro et al., 2004;
D’Annibale et al., 2006; Pelillo et al., 2006).

O bagaco tem algum valor comercial, pois a partir deste podem extrair-se 6leos
com rentabilidade financeira (Arjona et al., 1999), e ainda é possivel queimar o residuo
seco, que apresenta elevado poder calorifico. A agua ruga, por seu lado, tornou-se um
grave problema ambiental na zona mediterranica pois ainda nédo foi encontrada uma
forma satisfatéria de solucionar todos os problemas que advém da sua producdo e
armazenamento. Para os paises produtores de azeite, estima-se que a producdo anual
de aguas rucas ascenda aos 30 milh8es de metros cubicos (Hamdi, 1993; Mechichi e
Sayadi, 2005; Mc Namara et al., 2008), constituindo assim um problema ambiental que
urge resolver. Apesar das varias tecnologias de tratamento estudadas e de alguns
resultados encorajadores, as aguas rugas ainda sdo depositadas directamente no
ambiente, sem qualquer tipo de tratamento, em muitos paises em desenvolvimento.

A bibliografia disponivel versando a caracterizacdo quimica das aguas rucas é
vasta. No entanto, também ¢é grande a variabilidade encontrada nos resultados
publicados, uma vez que esta estd dependente de varios factores, impossiveis de
controlar, como as condi¢des climéticas, cultivares de azeitona, grau de maturacdo do
fruto, tempo e condigbes de armazenamento, e procedimento de extrac¢ao (Fiorentino
et al., 2003).

As caracteristicas que mais frequentemente sdo referidas na literatura para
caracterizar este efluente sdo as que resultam da sua composi¢cdo quimica. Assim, a
carga organica, referida em termos de CQO (Caréncia Quimica de Oxigénio) apresenta
valores muito elevados (100-200 g CQO/L) (Assas et al.,, 2000), e uma baixa
biodegradabilidade, verificada pela razdo CQO/CBO (2,05-2,35) (Vlyssides et al., 2004).
Para além desta caracteristica, esta frequentemente associada, a este efluente, a
toxicidade em relacdo a varios grupos de seres vivos como bactérias (Paredes et al.,
1987; Hamdi, 1992), sementes e plantas (Capasso et al., 1992; Tsioulpas et al., 2002,
Casa et al., 2003, Sassi et al., 2006) e organismos aquaticos (Paix&o et al., 1999), entre
outros. A toxicidade das aguas rucas € atribuida a presenga de compostos fendlicos em

concentracdes elevadas (até 10 g/L) (Martirani et al., 1996, Ramos-Cormenzana et al,
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1996) bem como a outros compostos como taninos e lenhinas (Capasso et al, 1992;
Paixao et al., 1999) e metais pesados (Bitton et al., 1992; Sassi et al., 2006).

Tém sido apresentados por diversas equipas de investigacdo numerosos
processos para o tratamento destes efluentes, sendo bastante varidvel o resultado
atingido. A escolha do tratamento a efectuar estd dependente de varios factores,
nomeadamente os relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas das aguas rugas,
a sua producéo sazonal, e o fluxo de producéo diario muito elevado (10 a 100 m*/dia).
Os tipos de tratamento englobam processos mecanicos, fisicos, quimicos, biolégicos
e térmicos.

Na préatica, o método de tratamento mais utilizado é a evaporagdo em bacias a
céu aberto, dadas as condi¢cdes meteoroldgicas favoraveis na regido do Mediterraneo,
bem como o baixo investimento necessario para a sua implantagéo (Azbar et al., 2004).
A volatilizacdo de maus odores, proliferacdo de insectos, necessidade de grandes areas
para a implantacdo das bacias, e a producdo de grandes quantidades de lamas,
levaram alguns investigadores a explorar a capacidade de revalorizar este residuo
através da compostagem com outros residuos (Paredes et al., 2001, 2002; Garcia-
Gomez et al., 2002; Baddi et al., 2003).

Uma outra forma, também de uso frequente, especialmente em Portugal, Italia e
Marrocos, é a utilizacdo directa nos solos como correctivo organico e fonte econémica
de agua. Os efeitos desta aplicacdo tém sido analisados, revelando-se positivos,
quando se considera a presenca de quantidades substanciais de nutrientes (Paredes et
al.,, 1999, Sierra et al., 2001, Azbar et al., 2004), melhoria da actividade biologica por
aumento do teor em matéria organica (Sierra et al.,, 2001), ou a actividade
antimicrobiana das &guas rucgas, podendo ser utilizadas em tratamentos sanitarios
contra patogénios do solo (Kotsou et al., 2004). Por outro lado, diversos aspectos
negativos foram detectados, nomeadamente a presenca de elevado contelldo em sais
minerais, gorduras e polifendis, que condicionam a sua aplicacdo directa no solo
(Paredes et al., 1999, Azbar et al., 2004).

Os tratamentos fisico-quimicos envolvem, geralmente, a adigcdo de substancias
guimicas, que em conjunto com processos fisicos, promovem a coagulacao,
precipitacdo ou destruicdo da matéria orgéanica (Azbar et al., 2004; Roig et al., 2006). As
substancias utilizadas sdo variaveis como o0 Oxido de célcio (Aktas et al., 2001),
hidroxido de célcio, sulfato de aluminio (Tsonis et al., 1989), quitosano, alum (Meyssami
e Kasaeian, 2005), cloreto férrico e sulfato ferroso (Azbar et al., 2004), sendo também
comum a adi¢do de floculantes na forma de polielectrolitos comerciais (Sarika et al.,
2005). Os maiores rendimentos s&o obtidos em termos da remoc¢éao da CQO, podendo

ocorrer reducdes superiores a 90% do valor inicial e, em alguns casos, ser possivel a



CAPITULO 2

CaracterizagZo fisico-quimica das aguas residuais de um lagar continuo de trés fases

reutilizacdo da agua resultante da separacdo das substéncias floculadas/coaguladas
para irrigacdo (Roig et al., 2006).

Os tratamentos biolégicos sdo consensualmente considerados os mais eficazes
do ponto de vista ambiental e os que apresentam maior viabilidade econdmica
(Mantzavinos e Kalogerakis, 2005). Estes incluem tratamentos aerébios (geralmente
usando microrganismos adaptados) e anaerobios. O que parece apresentar maior
potencialidade é a digestdo anaerobia, pois produz menor quantidade de lamas, com
reducdo efectiva da carga orgénica, geracdo de energia na forma de biogas, e
apresenta ainda a vantagem de poder ser reactivada apds periodos mais ou menos
longos de inactivagdo, o que € compativel com a sazonalidade da actividade oleicola
(Mantzavinos e Kalogerakis, 2005). No entanto, as propriedades fisico-quimicas das
aguas rucas revelaram-se inibidoras e toxicas para as bactérias metanogénicas,
particularmente as concentracdes e diversidade de compostos fendlicos encontrados
nestes efluentes (Khoufi et al., 2006). No sentido de melhorar o desempenho na
digestdo anaerdbia, varios processos bioldgicos de pré-tratamento tém sido testados,
com o objectivo fundamental de reduzir o teor em compostos associados a toxicidade
das aguas rugas (fenois), acompanhada com alguma redugéo da carga organica.

A bibliografia versando a remocéo biolégica da cor e desfenolizagdo das aguas
rucas € vasta. Podem-se referir, a titulo de exemplo, alguns trabalhos em que s&o
usados fungos filamentosos dos géneros Pleurotus, Phanerochaete, Aspergillus,
Geotrichum, Penicillium, Trichoderma, Pycnoporus, Coriolopsis e Lentinula (Robles et
al., 2000; Fontoulakis et al., 2002; Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Fadil et al.,
2003; Jaouani et al., 2003; Dias et al., 2004; Dhouib et al., 2006a,b), bactérias
pertencentes aos géneros Azotobacter, Lactobacillus, Bacillus, Pseudomonas,
Pediococcus (Ramos-Cormenzana et al., 1996; Piperidou et al., 2000; Di Gioia et al.,
2001a,b; Ayed e Hamdi, 2003; Ben Othman et al., 2007) e ainda leveduras dos géneros
Candida e Yarrowia (Scioli e Vollaro, 1997; Ettayebi et al., 2003; Fadil et al., 2003;
Giannoutsou et al., 2004; Lanciotti et al., 2005; D’Annibale et al., 2006; Martinez-Garcia
et al., 2007; Papanikolaou et al., 2007; Peixoto et al., 2008).

Para além destes tratamentos, recentemente tem-se investido na investigacdo de
Processos de Oxidacdo Avancados (POA), os quais sdo adequados para efluentes
industriais, e que se baseiam na acc¢do de iniciadores quimicos e energia para eliminar
os poluentes (Mantzavinos e Kalogerakis, 2005). Estes processos incluem ozonacao,
irradiacdo por UV, fotocatalise, oxidacdo por reagente de Fenton, oxidacédo
electroquimica e oxidacdo humida ou combinacdes entre estes (Benitez et al., 1999;
Rivas et al., 2001; Cermola et al., 2004; Gernjak et al., 2003).
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Apesar da maioria dos tratamentos apresentar resultados animadores, nenhum
revelou potencialidades suficientes para passar da aplicacdo a escala piloto para a
escala industrial. Este facto resulta, essencialmente, do elevado custo inicial de
instalacdo dos sistemas mais eficientes (geralmente fisico-quimicos), bem como razfes
técnicas ligadas & manutengcdo dos mesmos (Mantzavinos e Kalogerakis, 2005; Roig et
al., 2006; Arvanitoyannis et al., 2007).

Para se estabelecer qualquer uma das formas de tratamento descritas é
necessario o conhecimento do efluente antes e apds o tratamento. Assim, é fulcral
conhecer a composi¢cdo das aguas rucas geradas pelo tipo de unidade extractora e
perceber quais os pardmetros que afectam a sua composi¢do, de forma a encontrar as
solugcbes econdmicas e ambientais mais sustentaveis.

Nesse sentido, efectuou-se a caracterizacdo fisico-quimica das aguas geradas
apos a extraccdo do azeite, por uma unidade cooperativa que faz extraccdo em regime
continuo (3 fases) localizada no Nordeste Transmontano — Cooperativa Agricola dos
Olivicultores de Murca (CAOM), com o objectivo de:

1 - Identificar os pardmetros fisico-quimicos que melhor caracterizam os

efluentes gerados nas diferentes fases de extraccéo do azeite;

2 — Definir o menor nimero possivel de parametros fisico-quimicos a medir, para

caracterizar correctamente e identificar os diferentes fluxos de subprodutos.

Na unidade alvo de estudo, para além da agua ruca é, ainda, gerado um efluente
resultante da lavagem da azeitona, efectuada quando o fruto chega a Cooperativa,
antes de ser armazenado. Durante a campanha 2003/2004, esta 4gua era rejeitada
directamente para o esgoto municipal, mas devido a mudanca de instalag6es que a
Cooperativa sofreu antes da campanha 2004/2005, estas aguas passaram a juntar-se
aos outros dois fluxos produzidos pela extrac¢do propriamente dita (bagaco e agua
ruca). Os subprodutos passaram, entdo, a ser armazenados huma bacia de evaporacéo
de grandes dimensdes localizada nas imedia¢fes da Cooperativa.

Descrevem-se, seguidamente, as recolhas efectuadas e o0s parametros

determinados para a caracterizacdo destes efluentes.

2. Material e Metodologia

2.1. Amostragem

As 4guas residuais utilizadas para a caracterizacdo quimica foram obtidas numa
unidade processadora de azeitona localizada no nordeste transmontano, em Murca.
Esta unidade, de tipo cooperativo, é constituida por cerca de 900 associados e funciona

em regime continuo, de trés fases. As amostras foram recolhidas em periodos distintos
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de cada campanha, durante duas campanhas sucessivas (2003/2004 e 2004/2005) e

foram seleccionadas no sentido de obter uma caracterizagcdo de todos os tipos de

efluentes gerados ao longo da cadeia de extraccdo. Definiram-se trés locais de
amostragem distintos, dgua de lavagem (AL), decanter (DEC) e 4gua ruca (AR):

AL - designacdo da agua resultante da lavagem das azeitonas efectuada em lavadoras

mecéanicas. O objectivo desta operacdo € remover da superficie dos frutos, poeiras,

folhas e outros residuos, resultantes do manuseamento, recolha e transporte da
azeitona desde o local de producdo até a unidade de extraccdo de azeite. Em
2003/2004, as 4guas foram recolhidas imediatamente apos a lavagem. As amostras de
2004/2005 foram recolhidas do deposito das lavadoras novas, onde estiveram por
periodos de tempo variaveis e indeterminados.

DEC - designacado da agua residual que é gerada imediatamente a saida da centrifuga
vertical, apés a separacdo das fases aquosa e oleosa.

AR — designacdo da agua residual que resulta do depdsito em bacia da agua que sai da
centrifuga vertical. Esta dgua € semelhante & agua da centrifuga vertical, diferindo no
facto desta Ultima estar em depésito numa pequena bacia de sedimentacdo localizada
ainda no interior das instala¢gdes da unidade de extraccao.

Em cada uma das campanhas, foram seleccionadas trés datas de amostragem:
uma no inicio, outra no meio e outra no final. Para facilitar a apresentacdo dos
resultados, estipulou-se designar as amostras de acordo com o local de recolha AL,
DEC e AR, adicionando um indice numérico, de 1 a 6, para designar o més e ano de
colheita, respectivamente, AL1, DEC1 e AR1 para as amostras de Dezembro de 2003,
AL2, DEC2 e AR2 para as amostras de Janeiro de 2004, AL3, DEC3 e AR3 para as
amostras de Fevereiro de 2004, AL4, DEC4 e AR4 para as amostras de Dezembro de
2004, AL5, DEC5 e AR5 para as amostras de Janeiro de 2005, AL6, DEC6 e ARG6 para
as amostras de Fevereiro de 2005.

Todas as amostras foram recolhidas em garrafas de vidro tipo Duran® com 1L
de capacidade, previamente esterilizadas em autoclave a 121°C e 0,1 MPa durante 15
minutos. Apds a recolha, as garrafas foram mantidas a 4°C até andlise, que foi

efectuada até 24h apés as recolhas.

2.2. Par@metros Analisados

Para todas as amostras foram analisados o0s seguintes parametros: pH,
temperatura (T), Oxigénio Dissolvido (OD), Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO),
Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO), Carbono Orgénico Dissolvido (COD), Sélidos
Totais (ST), Oleos e Gorduras (OG), Polifentis Totais (PT), teor em Potassio (K), teor
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em Fosforo (P), Azoto Kjeldhal (Nk;), Azoto amoniacal (Namon), Azoto nitrico (Nni) € Azoto
orgénico (Norg).
pH, T e OD: estes trés parametros foram medidos no local definido, imediatamente apés
a recolha. Para tal recorreu-se a um medidor multiparameétrico portétil, modelo 340i/SET
da WTW. Para a calibragdo dos eléctrodos e medicdo propriamente dita, procedeu-se
conforme as indicacdes do fabricante.
CQO: a caréncia quimica de oxigénio foi quantificada por espectroscopia de absorcao
molecular usando o método n°® 8000 do Manual da HACH, baseado na digestdo com
dicromato de potassio usando um medidor HACH 2400.
CBO: a caréncia bioquimica de oxigénio foi avaliada por método manométrico usando
os medidores da OXITOP®, de acordo com as indicagdes do fabricante. A medicéo foi
efectuada durante 5 dias.
COD: o carbono orgéanico dissolvido foi quantificado por espectroscopia de absorcdo
molecular apés digestdo UV com persulfato.
ST: os solidos totais foram calculados pela adicdo dos valores medidos de soélidos
suspensos e solidos volateis, tendo estes sido medidos de acordo com o método 2540
do Standard Methods (APHA, 1992).
OG: os o6leos e gorduras foram medidos apos extracgdo com n-hexano de acordo com o
método 5520 do Standard Methods (APHA, 1992).
PT: os polifendis totais foram quantificados por espectroscopia de absor¢do molecular
de acordo com o método modificado de Folin-Ciocalteau (Peres, 2001) sendo os
resultados expressos em mgac. cafeico/L-
Ktotal: o teor em potassio foi analisado por espectroscopia de emissdo de chama ap0s
digestéo sulfurica.
Ptotal e Ng: o teor em fésforo e em azoto Kjeldhal foram quantificados por
espectroscopia de absor¢cdo molecular apés digestao sulfdrica.
Namon: O azoto amoniacal foi analisado por espectroscopia de absorcdo molecular
usando previamente a reacgdo de Bhertlot.
Nnit: O teor em azoto nitrico foi avaliado por espectroscopia de absorcao molecular ap6s
reacgao com cadmio.
Norg: 0 azoto organico foi calculado pela diferenga entre os valores de azoto Kjeldhal e
os valores de azoto amoniacal.

Os resultados que se apresentam neste trabalho sdo médias de trés réplicas de

cada uma das medi¢@es indicadas anteriormente.
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2.3. Anélise numérica
A analise dos resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos foi
efectuada recorrendo ao software STATISTICA 7 para Windows. Para os pontos de
amostragem considerados foram analisadas as correlagbes entre os diversos
parametros, e foi ainda realizada uma analise por componentes principais (ACP)

considerando os trés pontos de amostragem e todos os parametros em simultaneo.

3. Resultados e Discusséo

Devido a sua origem e a outras variaveis incontrolaveis envolvidas no processo
de producéo do azeite, a composi¢cdo quimica das aguas residuais de lagares de azeite
ndo é constante. Ndo obstante esta dificuldade, o conhecimento dos constituintes
maioritarios na sua composicao é fundamental para delinear qualquer tipo de tratamento
destes residuos. Na Tabela 2.1. apresentam-se a média dos resultados obtidos para
parametros fisico-quimicos determinados, durante as duas campanhas de producado de

azeite.

3.1. Caracterizagao fisico-quimica das aguas de lavagem

As aguas de lavagem a gue se reportam estes resultados foram recolhidas na(s)
lavadora(s). No decorrer deste trabalho as instalacbes da Cooperativa foram
remodeladas, tendo como consequéncia a substituicdo das lavadoras existentes por
lavadoras novas. Ao contrario das antigas instalacdes, onde as lavadoras estavam no
interior do edificio, nas novas instalacdes as lavadoras foram instaladas no exterior. A
recolha das amostras correspondeu ao momento em que as azeitonas chegaram a
Cooperativa. No entanto, em algumas datas de amostragem, nomeadamente a
correspondente ao inicio e ao final da campanha (Dezembro 2004, e Janeiro 2005) em
2004/2005, nao foi possivel recolher desta forma, tendo a agua de lavagem sido retirada
do interior do depdsito da lavadora apds diferentes periodos de armazenamento.

Os resultados das amostras recolhidas neste ponto de amostragem mostram
que, dos pardmetros medidos in situ, i.e., pH, Temp e OD, apenas a temperatura
mostrou variagbes mais acentuadas na segunda campanha. Na campanha de
2003/2004 houve apenas uma data de amostragem em que a temperatura se
apresentou baixa (cerca de 8°C), mas as outras medicbes mostraram-se mais
concordantes. Nas amostras respeitantes a campanha 2004/2005, efectuadas ja nas
novas instalagcdes da CAOM, verificou-se uma diminui¢éo gradual dos valores medidos,

como consequéncia provavel da diminuigdo das temperaturas ambientais.
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Tabela 2.1. Média dos parametros fisico-quimicos medidos nas amostras das AL, DEC e AR nas duas campanhas. Em cada ponto de amostragem, as

trés primeiras datas correspondem a campanha 2003/2004, e as trés (ltimas datas referem-se a campanha de 2004/2005.

Ponto de Data pH oD Temp CQO CBO COD ST OG PT K P Nkj N nit N amon Norg CIN
Amostragem Amostragem mgO,/L EE mgO,/L mgO./L mgC/L g/L g/L MQacideateicol L mgK/L mgP/L  mgN/L  mgN/L mgN/L mgN/L ratio
AL AL1 6,6 6,1 13,9 1276 550 144.6 0,84 0,20 11,7 47,4 2,0 8,2 <0,01 0,83 7.37 18
AL2 6,4 6,1 8,8 1018 200 101,3 0,67 14,0 4,9 49,0 2,6 3,5 <0,01 0,87 2.63 29
AL3 6,8 5,9 12,8 988 300 419,4 0,68 5,93 9,1 35,1 2,0 2,6 0,04 0,82 1.78 161
AL4 5,5 6,8 12,7 1951 500 603,7 0,60 541 981,0 147,9 4,6 19,7 0,2 1,05 18.65 31
ALS5 7,5 8,0 10,3 1780 200 323,3 0,60 2,50 1027,0 26,9 2,8 1,2 <0,01 0,29 0.91 269
AL6 5,2 8,0 5,0 - - 1018,9 0,95 0,40 1000,0 208,7 6,1 11,4 <0,01 1,47 9.93 89
DEC DEC1 5,7 - 23,3 17888 1000 1138,9 9,98 9,0 14,7 106,9 9,3 23,0 <0,01 0,80 22.2 50
DEC2 54 7,9 22,0 76450 700 13311,7 51,9 55,6 82,0 1920,5 149,2 186,0 0,26 1,74 184.3 72
DEC3 - - - 3725 0 764,8 1,49 9,1 7,1 22,0 1,8 55 <0,01 0,79 4.71 139
DEC4 5,8 6,4 31,7 9510 2000 1157,9 4,31 16,0 853,0 232,9 22,9 40,7 0,28 0,83 39.87 28
DEC5 6,2 6,4 29,5 13400 1500 2865,6 5,24 9,3 753,0 295,2 21,3 41,3 <0,01 1,80 39.5 69
DEC6 6,2 53 24,2 - - 1398,5 36,9 38,65 1043,0 104,4 10,4 20,2 <0,01 1,53 18.67 69
AR AR1 5,3 0,2 25,7 18138 1500 3147,3 7,11 2,47 27,0 384,9 32,0 55,3 <0,01 0,84 54.46 57
AR2 5,2 0,9 24,4 18550 2000 4739,3 5,26 8,6 40,0 669,3 52,2 77,4 0,16 1,47 75.93 61
AR3 51 3,4 29,0 7450 500 1893,9 3,13 6,93 41,0 169,4 115 22,6 <0,01 1,01 21.59 84
AR4 52 29 23,6 28640 8000 13372,9 7,78 22,4 993,0 1586,5 115,6 102,4 0,28 0,99 101.4 130
AR5 5,8 0,2 26,3 68480 9500 17279,5 30,22 62,3 955,0 2210,5 162,5 302,7 <0,01 6,40 296.3 57
AR6 5,6 1,4 23,8 - - 5584,3 6,17 9,3 1051,0 581,0 43,9 52,6 <0,01 1,90 50.70 106

AL1 — agua lavagem Dezembro 2003; AL2 — agua lavagem Janeiro 2004; AL3 — agua lavagem Fevereiro 2004; AL4 — agua lavagem Dezembro 2004; AL5 — agua lavagem Janeiro 2005;
AL6 — &gua lavagem Fevereiro 2005; DEC1 — centrifuga vertical Dezembro 2003; DEC2 — centrifuga vertical Janeiro 2004; DEC3 — centrifuga vertical Fevereiro 2004; DEC4 — centrifuga
vertical Dezembro 2004; DEC5 — centrifuga vertical Janeiro 2005; DEC6 — centrifuga vertical Fevereiro 2005; AR1 — agua ruca Dezembro 2003; AR2 — agua ruca Janeiro 2004; AR3 — agua

ruga Fevereiro 2004; AR4 — 4gua ruga Dezembro 2004; AR5 — agua ruga Janeiro 2005; AR6 — agua ruca Fevereiro 2005.
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De facto, nesta regido do Nordeste transmontano, a temperatura € normalmente
baixa nesta época do ano, e como a lavadora se encontra ao ar livre, as variacbes
termométricas ambientais terdo reflexos na temperatura das aguas residuais.

No que diz respeito ao pH e OD, as medicdes efectuadas mostraram-se
constantes. Pode contudo referir-se, que para o pH, nas amostras obtidas na campanha
de 2003/2004 os valores se mostraram mais constantes, enquanto na campanha de
2004/2005 oscilaram, mostrando um valor mais basico no més de Janeiro de 2005
(AL5), enquanto na amostra de Dezembro de 2004 (AL4) e no més de Fevereiro de
2005 (ALG6) os valores registados mostraram um ambiente mais acidico. Estes valores
estdo bastante proximos da neutralidade, no entanto, relembra-se que estas sdo as
aguas que resultam da lavagem da azeitona. Nesta, é utilizada agua da rede publica e a
diminuicdo de pH podera resultar da presenca de alguns frutos com a pele degradada,
permitindo assim a libertacéo para o meio de alguns &cidos (gordos e/ou fendlicos) que
levardo a acidificacdo do liquido. Estas medicGes poderdo ter sido influenciadas pelo
facto destas amostras terem estado armazenadas, temporariamente, no interior da
lavadora. As concentracdes de oxigénio dissolvido mantiveram-se constantes nas
amostras da campanha de 2003/2004 e aumentaram com o decorrer do tempo na
campanha de 2004/2005, tendo-se registado os teores mais elevados na ultima recolha
efectuada.

Os valores para a matéria organica, medida em carga de CQO e CBO das
amostras, foram 1402 mgO,/L e 350 mgO.,/L, respectivamente. A carga média medida
para a CQO foi muito maior na segunda campanha de amostragem. Este facto pode ser
atribuido ao momento da recolha, que nas amostras de 2004/2005, como ja foi referido,
ndo correspondeu exactamente ao momento da lavagem, tendo surgido a necessidade
de recolher as amostras a partir do depdsito da lavadora. Estabelecendo a relagédo
CQO/CBO, vulgarmente utilizada para determinar a biodegradabilidade de um efluente,
verifica-se que o seu valor nao ultrapassa os 30%. Esta razdo é tanto maior quanto mais
biodegradavel é o efluente. Por exemplo, em ETARsS municipais, o valor desejavel deve
rondar os 80%, significando que cerca de 80% de toda a matéria organica presente
podera ser metabolizada recorrendo a processos de degradacgdo biolégica. Verifica-se
como esperado, que este tipo de efluente, mesmo ndo sendo o efluente final do
processo de laboracdo da azeitona, apresenta ja algumas propriedades que poderdo
inibir a actividade microbiana, impedindo assim a sua oxidacdo biologica.

E consensual, entre a bibliografia consultada, que a toxicidade destes efluentes
se prende com a presenca de compostos fendlicos de tipos variados e de acidos

gordos. No sentido de quantificar o seu valor nos efluentes da CAOM, mediram-se os
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teores em polifendis e a concentracao de 6leos e gorduras. Os valores medidos para os
polifendis sdo apresentados em mg de acido cafeico.

No que diz respeito aos compostos polifendlicos, os valores aumentaram entre
as duas campanhas de recolha de amostras (Tabela 2.1.). De facto, de um valor médio
de 8,5 mgasc.car/L Obtido na campanha de 2003/2004, passou-se para 1003 Mgac.car/L NA
campanha de 2004/2005. Estas diferengcas poderdo ser consequéncia do diferente
estado de maturacdo e conservagao dos frutos no momento da entrega na Cooperativa.
O despejar os frutos na balanca, transporta-los em tapetes rolantes até a lavadora e
finalmente a lavagem propriamente dita sdo operacdes que podem afectar a resisténcia
do fruto, levando a que compostos presentes na polpa sejam libertados para o meio, por
destruicdo do epicarpo. Atendendo aos resultados obtidos, € de supor que na campanha
de 2004/2005 poderiam ter surgido frutos em avancado estado de maturacao.

Relativamente a concentracdo em matéria gorda, os resultados mostram que 0s
teores em 6leos e gorduras no efluente sofreram oscilacbes significativas,
particularmente na campanha de 2003/2004. Os 6leos e gorduras presentes neste
efluente serdo consequéncia do rebentamento das células constituintes da polpa do
fruto (mesocarpo). Para que tal aconteca, o fruto tem de apresentar roturas do epicarpo
e um maior ou menor esmagamento. Nesta fase do processo de extrac¢cdo do azeite, as
azeitonas ainda ndo sofreram nenhuma operacgéo fisica com esse objectivo, podendo
estes valores resultar da presenca de diferentes proporcdes de azeitonas com
proveniéncias mistas (do chdo e da arvore), particularmente na campanha 2003/2004.

Os parametros solidos totais e COD ndo apresentaram variagGes
estatisticamente significativas (dados n&o apresentados), apesar de, na segunda
campanha, se terem obtido valores superiores para ambos os parametros, que foram
concordantes com os medidos para a CQO. Infere-se que 0s seus valores na agua de
lavagem da CAOM sejam independentes da data escolhida para a recolha de amostras
e, aparentemente, ndo influenciados pelas variaveis independentes estabelecidas para
analise, nomeadamente, campanha de extrac¢do de azeitona e fase da campanha —
inicio, meio ou final. Aparentemente os Solidos Totais e o COD estédo directamente
relacionados com o teor em carbono das azeitonas e dos solidos que sao lavados da
superficie do fruto. As diferencas observadas entre campanhas parecem mais uma vez
ser consequéncia da recolha de amostras do depdésito das lavadoras.

Os macronutrientes como K, P e formas de azoto reduzidas (Nj, Norg, Namon) €
oxidadas (N; foram também analisados. De um modo geral, as amostras
apresentaram teores relativamente elevados destes nutrientes. Sdo de particular
interesse os ratios calculados para os teores de carbono e azoto. Estes valores, que se

mostraram sempre bastante elevados, indicam nesta fase um baixo grau de
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mineralizacdo de compostos de carbono, e baixa oxidacdo do azoto (Paredes et al.,
1999).

As relacbes entre os teores das diferentes formas de azoto apresentam
oscilagbes concordantes em todas as amostragens. Relativamente as concentracdes de
Nkj € Norg foram elevadas contrastando com as outras formas de azoto medidas — Ny;; €
Namon — que surgem sempre com valores muito reduzidos. Os elevados valores de azoto
organico medido podem estar relacionados com a presenca de teores elevados de
matéria orgéanica vegetal. Os baixos valores de compostos oxidados de azoto pode,
eventualmente, dever-se ao reduzido periodo de estabilizagédo do efluente, diminuindo a
capacidade de alguma flora microbiana presente para oxidar 0 azoto organico noutras
formas quimicas.

No que diz respeito aos teores em potassio e fésforo, € mais uma vez notavel a
sua elevada concentracdo. E importante referir que as concentragdes dos mesmos
durante a campanha 2004/2005 apresentaram valores mais elevados, que poderdo ser
resultado de processos de solubilizagcdo nas aguas que ficaram temporariamente
depositadas, em oposicdo a campanha anterior, em que as amostras foram recolhidas

imediatamente apés a lavagem.

3.1.1. Andlise estatistica dos resultados das aguas de lavagem

Como ja foi referido, a caracterizacdo de um efluente implica a determinacéo de
varios parametros de caracter fisico, quimico e biolégico. Neste capitulo s&o
apresentados resultados determinados para 15 parametros fisico-quimicos. Os
parametros seleccionados foram alguns dos mais referenciados na bibliografia, bem
como referidos na legislacdo nacional para a caracterizacdo de aguas. A determinagéo
de um numero de parametros tdo elevado consome muito tempo e é dispendiosa se
aplicada de forma rotineira, como desejavel. Tendo estes considerandos presentes, a
analise que se apresenta seguidamente foi realizada com o objectivo de determinar qual
0 menor numero de parametros que possa fielmente caracterizar o efluente gerado.
Efectuou-se uma andlise de correlagédo linear ou de Pearson, a qual se encontra
sumariada na Tabela 2.2.

A anadlise de correlacdo de Pearson (Pearson, 1986) € designada por um
coeficiente (r) ao qual se associa uma determinada probabilidade (p), e que determina
guanto duas variaveis sdo proporcionais uma a outra. Considera-se que duas variaveis
estdo correlacionadas quando o valor de p for inferior a 5%. Na Tabela 2.2. e seguintes,
com andlises de correlacdo de Pearson, ndo se representaram os parametros fisico-

guimicos que néo se correlacionaram.
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Tabela 2.2. Correlacdes de Pearson entre os parametros fisico-quimicos medidos nas amostras

da 4gua de Lavagem (AL), durante as duas campanhas de amostragem.

AL
Correlages (n=6) pH CQO PT Kotal Protal Nk Namon Nt Norg
pH 1,0
CQO ns 1,0
PT ns 0,95* 1,0
K -0,91* ns ns 1,0
P ns ns ns 0,90* 1,0
Ng; -0,89* ns ns 0,97** ns 1,0
Namon -0,90* ns ns ns ns ns 1,0
Nnit ns ns ns 0,96** 0,90* 0,91* ns 1,0
Norg -0,88* ns ns 0,97** ns 1,00%** ns 0,91* 1,0

(ns) nédo significativo; (*) significativo para p <0,05; (**) muito significativo para p <0,01; (***) altamente significativo para p
<0,001. Os parametros medidos e ndo apresentados nao revelaram significancia estatistica para a analise dos dados.

De acordo com a mesma tabela, infere-se que as aguas geradas neste local de
amostragem apresentam um caracter muito variavel, pois sdo poucas as correlacbes
com significancia estatistica. As correla¢gdes significativas resultam, fundamentalmente,
da relagdo entre os compostos de azoto, e destes com o teor em fésforo e potéassio
totais. Na andlise destes resultados é necessério ter em consideragdo a alteracdo das
condi¢Bes nos momentos de recolha das amostras. A mudan¢a de maquinas lavadoras
e de localizacdo das mesmas afectou nitidamente os resultados obtidos para este ponto
de amostragem. Assim, serdo necessarias mais medi¢fes, considerando a nova
localizacdo das lavadoras, para que com alguma seguranga se possam determinar
guais os parametros que melhor caracterizam este efluente.

Ainda em referéncia a Tabela 2.2. a correlagdo negativa entre o pH, e outros
parametros como teores em potassio e formas de azoto organicas (p <0,05) mostra
mais uma vez que maiores tempos de deposicao levam a uma maior solubilizacdo dos
compostos, com consequente diminuicdo do pH e aumento dos teores de

macronutrientes minerais.

3.2. Caracterizacdao fisico-quimica das aguas da centrifuga vertical

As aguas a que se reportam estes resultados foram recolhidas no final do
processo de extrac¢cdo do azeite, a saida da centrifuga vertical. Estas resultam da
afinacéo final, para separar a fase oleosa da fase aquosa, apos a termobatedura, e sdo
muito semelhantes as aguas residuais finais geradas pelo processo, que diferirdo

apenas pelo facto destas serem sujeitas a periodos maiores de deposicao em bacias.
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A temperatura medida neste efluente foi elevada, variando entre os 22 e os
32°C, sendo que este facto € uma consequéncia da fase de extracgdo que precede a
sua recolha. O pH medido apresenta-se acidico (valor médio de 5,9). Os baixos valores
de pH medidos, também obtidos por outros autores (Robles et al., 2000; D’Annibale et
al., 2004; Sassi et al., 2006) sao consequéncia da diluicdo dos &cidos (gordos e
fendlicos) do citoplasma das células das azeitonas, que depois de esmagadas e com
adicdo de agua quente, facilitam a sua dispersdo no meio. Os valores medidos em
ambas as campanhas (2003/2004 e 2004/2005), quer para o pH, quer para a
temperatura, ndo apresentaram variagoes.

Devido a problemas dos aparelhos de medi¢cdo e ainda de paragem temporaria
de laboragéo, alguns valores de OD néo foram medidos na campanha de 2003/2004. Ja
na campanha de 2004/2005, os teores de OD mantiveram-se bastante constantes ao
longo da extraccdo. O teor de oxigénio nas dguas da centrifuga vertical €, em média, 6,0
mgO./L, manifestamente baixo para a oxidacao destas aguas cujos valores de CQO séo
muito superiores aos medidos na 4gua de lavagem.

De facto, os valores médios para a CQO nas amostras do DEC ascenderam aos
24 000 mgO,/L. Comparando estes resultados com os descritos na bibliografia
consultada, pode-se concluir que as amostras analisadas no presente estudo ndo sao
as gue apresentam os maiores teores de matéria organica (Knupp et al., 1996; Vitolo et
al., 1999; Robles et al., 2000; Casa et al., 2003; D'Annibale et al., 2004, Sassi et al,
2006). Na realidade, os valores medidos aproximam-se mais de efluentes considerados
de baixa carga (Low strength wastewaters), como referem D’Annibale e colaboradores
(2004). Um calculo da razdo CQO/CBO revela que os valores da mesma rondam os 5%
0 que é efectivamente baixo.

A semelhanca do verificado para as amostras de agua de lavagem recolhidas,
também as amostras da centrifuga obtidas na campanha de 2004/2005 apresentam
maior teor em polifendis, passando de um valor médio de 34,6 MQac.car/L €m 2003/2004
para uma meédia de 883 mQsc.car/L €m 2004/2005. A comparacgéo destes valores com 0s
medidos nas &aguas de lavagem €, contudo, surpreendente. Esperar-se-ia que 0sS
valores medidos deste parametro nas aguas da centrifuga excedessem, em muito, os
obtidos para as aguas de lavagem, mas tal ndo corresponde ao resultado obtido. Muito
provavelmente, a maior fraccdo dos compostos fendlicos € mais sollvel na fase oleosa,
ficando retida junto com o azeite ja extraido. Apenas a fraccdo mais polar se solubilizou
no meio aquoso, fazendo com que os valores de polifendis tenham sido muito similares
aos obtidos para as aguas de lavagem.

O conteido medido em 6leos e gorduras, registou no primeiro ano de

amostragens, um valor muito elevado na segunda data de recolhas (DEC2 — Tabela
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2.1)) enquanto que no segundo ano, observou-se o mesmo, mas na Ultima data de
amostragem (DECB6). Este parametro, nas amostras da centrifuga vertical, mostrou ter
variacfes concordantes com as observadas para os solidos e com os teores de COD.
Estes valores, anormalmente elevados, podem ter sido resultado da paragem
temporaria do sistema, que levou a um armazenamento mais prolongado das azeitonas.

Os sdlidos totais e o COD apresentaram, em relacdo a agua de lavagem, um
aumento marcado. Os valores medidos para os soélidos totais variaram muito ao longo
de ambas as campanhas de extraccdo. O mesmo se verifica para os valores medidos
de COD. Os sdlidos presentes nestas amostras resultaram do processo de
esmagamento da azeitona com adicdo de agua. S&o essencialmente pedacos da polpa
do fruto e, como tal, a sua composi¢cado quimica sera muito rica em carbono.

Ainda como consequéncia da operacdo de esmagamento e batedura, os
nutrientes constituintes da polpa do fruto vao solubilizando para 0 meio aquoso, tendo
como consequéncia um aumento das suas concentra¢cdes nas amostras recolhidas na
centrifuga vertical. A maior abundéancia de K, P e compostos de azoto registada neste
ponto de amostragem relativamente a agua de lavagem, acompanha os maiores teores

de COD, CQO, solidos totais e 6leos e gorduras registados.

3.2.1. Andlise estatistica dos resultados das aguas da centrifuga vertical

A semelhanca do que foi feito para as aguas de lavagem, os resultados obtidos
para as aguas do decanter foram sujeitos a andlise de correlagbes, utilizando o
coeficiente de Pearson. A Tabela 2.3. mostra as correlagbes encontradas entre os

parametros medidos neste efluente e as respectivas significancias.

Tabela 2.3. Correla¢des de Pearson para os parametros fisico-quimicos medidos nas amostras

da centrifuga vertical (DEC), durante as duas campanhas de extrac¢ao.

DEC
Correlacdes (n=6) Temp CQO CBO COD ST oG PT K P Nk Norg
Temp 1,0
CQO ns 1,0
CBO 0,95* ns 1,0
COD ns 0,98** ns 1,0
ST ns 1,00%** ns 0,98** 1,0
oG ns 0,97** ns 0,97** 0,97** 1,0
PT 0,98** ns ns ns ns ns 1,0
K ns 0,98** ns 1,00%** 0,98** 0,99** ns 1,0
P ns 0,98** ns 0,99%** 0,98** 0,99*%** ns 1,00%** 1,0
[\ ns 0,98** ns 0,99** 0,98** 0,98** ns 1,00%** 1,00%** 1,0
Norg ns 0,98** ns 0,99** 0,98** 0,99** ns 1,00%** 1,00%** 1,00%** 1,0

(ns) néo significativo; (*) significativo para p <0,05; (**) muito significativo para p <0,01; (***) altamente significativo para p
<0,001. Os parametros medidos e nao apresentados nao revelaram significancia estatistica para a analise dos dados.
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Neste ponto de amostragem, e comparativamente com as aguas de lavagem, o
namero de parametros correlacionados entre si € muito maior. Este facto leva a supor
que as condi¢cdes ambientais sdo mais homogéneas, promovendo uma menor variagcao
dos parametros escolhidos para a sua caracterizagéo. E observavel, na Tabela 2.3. um
conjunto de correlagdes, que inclui os parametros associados aos teores em matéria
organica (CQO, COD, ST, OG) e aos valores de nutrientes (K, P, Nyj, Norg).

Os macronutrientes apresentaram correlagdes altamente significativas (p<0,001)
entre si e com os teores em carbono organico dissolvido (COD) e muito significativas
(p<0,01) em relacdo aos parametros COD, OG e ST. A caracteristica de maior
importancia parece ser o teor em COD, uma vez que € 0 que apresenta mais e maiores
correlagbes com os outros parametros referidos. Tendo como objectivo a reducdo do
namero de parametros capazes de caracterizar os efluentes gerados, verificaram-se as
correlacBes determinadas na tabela anterior analisando o coeficiente de correlacao.
Esta andlise foi feita pela projeccdo dos pontos medidos do parametro COD, em
correlacdo com os outros parametros, e estabeleceram-se as rectas de regressao, bem
como os respectivos coeficientes de determinacéo (r%), que expressam a quantidade de
variacdo entre as duas variaveis. Os graficos da Figura 2.1. mostram esta analise.
Como o COD é a variavel que mais correlacdo apresentou com as outras variaveis em
analise, as equacdes de regressdo linear foram calculadas com base neste parametro.

O COD apresenta também correlacbes altamente significativas (p <0,001) com
os valores de sélidos totais e Oleos e gorduras. No entanto, a andlise dos seus
coeficientes de determinacdo ndo se revelou estatisticamente significativa. A andlise
mostrou, ainda, que a auséncia de significancia no coeficiente de determinagéo (r%) é
resultado de um valor, obtido para ambos os parametros na campanha de 2003/2004,
que surge como um “outlier” (por definicdo, valor atipico com observagcfes pouco
frequentes). Para a andlise de correlacdes e rectas de regressdo, a existéncia de um
unico outlier € suficiente para alterar consideravelmente o declive da recta e
consequentemente o valor da correlacdo em si. O risco de considerar valores mais
afastados da média dos valores medidos como outliers diminui com o aumento do
namero de observacdes efectuadas. Neste caso, como o numero de observacdes néo é
elevado (n=6), ndo se considerou nenhuma das medicbes como atipica e,
consequentemente, as correlagcbes estabelecidas nestes parametros serdo
consideradas com alguma ponderacao.

Com base na analise das correlacbes referidas, que apresentaram significancia,

e na analise dos coeficientes de correlacdo, considerou-se que para este ponto de
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amostragem, a determinacdo dos valores de P, K, Nk € Nog poderdo ser calculados

medindo apenas o parametro COD de acordo com as equacdes seguintes:

Fosforo (P) mgP/L: 4,0156E-16 + 0,9919* COD (mgC/L) (r*=0,9839; p=0,0001)

Potassio (K) mgK/L: 2,3545E-16 + 0,9958*COD (mgC/L) (r*=0,9916; p=0,00003)

Azoto Total (Ng) mgN/L: 3,040E-16 + 0,9883*COD (mgC/L) (r*=0,9768; p=0,0002)

Azoto organico (Ngg) mgN/L: - 1,2622E-16 + 0,9881*COD (mgC/L) (r2=0.9763; p=0,0002)

Figura 2.1. Projeccdo das correlagbes de Pearson entre o COD e P, K, Nk € Ngg, com as
respectivas rectas de regressao linear e probabilidade associada nas aguas da centrifuga vertical
(DEC).

3.3. Caracterizacéo fisico-quimica das aguas rucas

As aguas que sdo designadas por AR apresentaram caracteristicas muito
semelhantes as da centrifuga vertical. As amostras AR, recolhidas numa bacia
localizada no interior das instalagfes, tiveram tempos de reten¢do variaveis.

No que diz respeito as caracteristicas medidas no local, obtiveram-se valores de

pH ligeiramente mais acidicos (pHmsdio= 5,3) associados a temperaturas médias mais

P (mgP/L) = 4 0156 E-16+0,991 ¥x K (mgKI/L) = 2 3545 E-16+0,995 8*x
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elevadas (Tempmedias= 25,5 °C). O parametro que registou as maiores diferencas em

relacdo aos outros pontos de amostragem foi o OD, para o qual se mediram valores

muito baixos (média = 1,47 mgO,/L). Os registos obtidos ndo apresentaram diferencas

entre campanhas. Verificou-se que, para o OD, os valores mais elevados
corresponderam a momentos em que a carga orgéanica do efluente foi mais baixa.

A carga orgéanica deste efluente, avaliada pela CQO, revelou-se muito elevada,
tendo aumentado em relacao aos dois pontos de amostragem anteriores. O valor médio
para a CQO atingiu os 28 252 mgO,/L. A elevada carga organica, associada aos baixos
valores de OD registados, podem tornar este efluente muito resistente aos tratamentos
biolégicos. Notou-se a existéncia de flutuagbes entre os valores medidos para a CQO
em ambas as campanhas, que se julga estarem associadas a fendmenos de
sedimentacdo na bacia de onde foram recolhidas as amostras. Quanto a CBO, a média
dos valores medidos foi de 9500 mgO./L. As oscilagdes verificadas na CQO
mantiveram-se nas medi¢cbes da CBO.

Os polifendis apresentaram um comportamento semelhante ao registado nos
outros pontos de amostragem, isto é, a média dos valores medidos na campanha
2004/2005 (999,7 MQaccafL) foi muito superior a obtida em 2003/2004 (36 MQac.cai’l). A
justificacdo para este facto serd a mesma que se referiu para as amostras da centrifuga
vertical.

A bacia de sedimentacdo onde se recolheram as amostras referenciadas com
AR é chamada pelos funcionarios da CAOM de “inferno”. Esta designacdo tem raizes
muito antigas, quando se utilizavam os sistemas tradicionais de extraccdo com prensas.
Os infernos eram bacias onde se podia ainda recuperar algum azeite que néo tinha sido
bem separado, que ficava a superficie por processos de sedimentacdo naturais,
associados as diferencas de densidade dos liquidos agua/azeite. Este facto faz com que
também nestas amostras, os teores em Oleos e gorduras tenham sido muito elevados,
guando comparados, fundamentalmente, com as medi¢cdes obtidas na &agua de
lavagem. Entre as duas campanhas n&o houve diferencas significativas neste
parametro. E de referir que, em ambas as campanhas, se mediu um valor mais baixo
gue os restantes. Esta medicao correspondeu a momentos de recolha, em que a CAOM
tinha procedido previamente a uma limpeza da bacia, diminuindo assim a quantidade de
agua em depdsito, bem como os residuos.

Os sodlidos totais e o carbono orgénico dissolvido apresentaram oscilagbes
gue acompanharam as verificadas para a CQO.

Os macronutrientes apresentaram um aumento relativamente as amostras da
centrifuga vertical (DEC). Neste ponto de amostragem, provavelmente devido a

fenomenos de dissolucdo apds periodos variaveis de tempo, associados a diminui¢des
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do pH, que favorecem os fenémenos de dissolucédo, os valores medidos de K e P foram

muito elevados.

3.3.1. Andlise estatistica dos resultados das aguas rucas

A Tabela 2.4. mostra as correlacbes obtidas pelo coficiente de Pearson. A
semelhanca do verificado para as 4guas da centrifuga vertical, também neste ponto
foram identificadas muitas correlagbes, indicando uma menor variabilidade das
condi¢cbes ambientais.

Analisando os dados apresentados na tabela, a significancia encontrada nédo é a
mesma entre os diferentes parametros. O que apresenta maior nimero de correlacdes é
a CQO. Assim, em relacdo a este parametro, registaram-se correlacdes altamente
significativas (p<0,001) com o teor em azoto Kjeldhal, e azoto organico, correlagbes
muito significativas (p<0,01) com os sélidos totais e o teor em 6leos e gorduras, e
finalmente correlacdes significativas (p<0,05) entre a CQO e COD, K, P & Namon.

Analisando o coeficiente de determinacdo (r’) das correlacdes referidas e as
respectivas rectas de regressao, verificou-se que quanto as correlagdes com 0 N; e
com 0 Nog, Se obteve uma validagéo pelos coeficientes de determinagdo — Figura 2.2. A
correlacdo entre as duas formas de azoto é muito elevada (p <0,001), e as
concentracdes de azoto organico podem ser calculadas pelas concentracdes de azoto
Kjeldhal. Estes factos ajudam a corroborar a ideia de que este efluente apresenta baixa

actividade microbiana, pois 0 azoto ainda esta maioritariamente na forma reduzida.

Tabela 2.4. Correla¢des de Pearson para os parametros fisico-quimicos medidos nas amostras

da &gua ruca (AR), durante as duas campanhas de extraccao.

AR
Correlacdes(n=6) pH CQO CBO COD ST 0G PT K P Nki Namon Norg
pH 1,0
CQO 0,96** 1,0
CBO ns ns 1,0
COoD ns 0,90* 1,00%** 1,0
ST 0,99** 0,98** ns ns 1,0
OG 0,91* 0,97** ns 0,91* 0,96** 1,0
PT ns ns 0,98** 0,96** ns ns 1,0
K ns 0,92* 0,99** 1,00%** ns 0,92* 0,94* 1,0
P ns 0,93* 0,98** 0,99%** ns 0,92* 0,93* 1,00%** 1,0
[\ 0,96** 1,00%** ns 0,88* 0,99** 0,98** ns 0,91* 0,91* 1,0
Namon 0,96** 0,94* ns ns 0,98** 0,95* ns ns ns 0,97** 1,0
g Norg 0,96** 1,00%** ns 0,88* 0,99** 0,98** ns 0,91* 0,91* 1,00%** 0,96** 1,0
< (ns) néo significativo; (*) significativo para p <0,05; (**) muito significativo para p <0,01; (***) altamente significativo para p
> <0,001. Os parametros medidos e nédo apresentados néo revelaram significancia estatistica para a analise dos dados.
C
—
>
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Quanto as correlacdes entre a CQO e o COD, apresentaram um coeficiente (r%)
muito baixo. Entre a CQO e os nutrientes P, K e azoto amoniacal também se obtiveram
coeficientes muito baixos.

Como o COD apresentou correlagdes elevadas com o K e o P, analisaram-se
estas correlacdes e verificou-se (Figura 2.2.) que os coeficientes se revelaram elevados
bem com a probabilidade (p) associada.

As correlagbes entre a CQO e os solidos totais, e 6leos e gorduras, também
foram analisadas e os resultados apresentados na Figura 2.2.

As correlacdes referidas e que se apresentam na figura permitem estabelecer,
mais uma vez, um conjunto de equagfes, que para este ponto de amostragem, e nas
condicbes do ensaio, diminuem o0 numero de pardmetros a determinar para o

caracterizar.

Fésforo (P) mgP/L: 1,1842E-15 + 0,9928*COD (mgC/L) (r*=0,9857; p=0,00008)

Potassio (K) mgK/L: 4,0543E-16 + 0.9953*COD (mgC/L) (r*=0,9907; p=0,00003)

Azoto Total (Ng) mgN/L: 2,0791E-15 + 0,9636*CQO (mgO,/L) (*=0,9284; p=0,002)
Azoto orgénico (Nog) mgN/L: 3,7308E-16 + 0,9647*CQO (mgO-/L) (r*=0,9307; p=0,0018)
Sélidos Totais (ST) (g/L): 6,826E-16 + 0,9364*CQO (mgO-/L) (*=0,8769; p=0,0059)
Oleos e Gorduras (OG) (g/L): 5,2906E-16 + 0,9354*CQO (mgO,/L) (r’=0,8749; p=0,0061)

Apo6s esta andlise, verifica-se que o numero de parametros a utilizar para
caracterizar este ponto de amostragem diminuiu comparativamente com 0s outros
pontos de amostragem. De facto, para as AR, de 15 parametros que foram
efectivamente medidos e posteriormente analisados, e considerando as significancias
estatisticas obtidas conclui-se que a caracterizagéo recorrendo aos parametros OD, pH,
Temp, CQO (permite o célculo de ST, OG, Nj, Nog), CBO, COD (permite o calculo de K

e P), PT, Nyt € Norg Sera suficiente.

3.4. Andlise geral das relacdes entre os parametros fisico-quimicos

De forma a determinar se todos ou apenas alguns grupos de parametros fisico-
quimicos poderiam ser utilizados para distinguir pontos de amostragem ou periodos da
campanha de extrac¢do, foi analisado o conjunto de todas as amostras obtidas na
CAOM.

O pH, PT, OG, Namon € Ny foram pardmetros que ndo apresentaram diferencas
significativas entre os pontos de amostragem (dados ndo apresentados), enquanto que

a Temp, CQO, CBO, COD e ST apresentaram, de um modo geral, valores distintos para
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as aguas de lavagem, distinguindo este ambiente dos outros dois pontos de
amostragem (Figura 2.3.).

K (mgK/L) = 4,0543E-16+0,9953*x P (mgP/L) = 1 1842 E-15+0,99 28*x
2,0 2,0
COD (mgC/L):K (mgK/L): 12 =0,9907; r=0,9953; " 2= = .
COD (mgC/L):P (mgP/L). 12 =0,9857; r=0,9928;
15} [p=0,00003; y = 4,0537E-16 + 09953 15| | 52000008 y ~ 11841E 15 + 00928
1,0 1,0
L] L]
J 05 g 0,5
X
€ £
v 0,0 a 0,0
) L]
0,5 . 0,5 .
L)
-1,0 < 1,0 “
41,5 -1,5
15 1,0 0,5 0,0 05 1,0 15 2,0 15 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0
COD (mgC/L) DOC (ng CL)
Sélidos T otais (gL) = 6 ,826E -16+0,9 364*x Oleos Gorduras (q/L) = 5 2906 E-16 +0,93 54*x
25 2,5
CQO (gO,/L):ST (g/L): r* =0,8769; r=0,9364; . CQO (gO,/L): OG(g/L):  =0,8749; r=0,9354; .
2,0t [ P=0,0059; y=6,9648E-16 + 0,9364*x 2,0} | p=0,0061; y=5,013E-16 + 0,9354*x
15 .15
- =)
2 2
£ 10 g 10
e E
2 3
g 05 o 05
5 8
¢ s
0,0 0,0
L]
L]
05 ° . 0,5
L]
1,0 1,0
15 1,0 0,5 0,0 05 1,0 15 2,0 25 15 1,0 0,5 0,0 05 1,0 15 2,0 25
CQO (gO,/L) CQO (gOa/L)
N (Mg NL) = 2,0791E-15+0,9636*x Norg (MGN/L) = 3,7308E-16+0,9647*x
2,5 25
CQO (gO2/L):Nkj(MgN/L): P =0,9284; r=0,9636; . 0QO @O2/L):Norg(mgNL): 2 =0,9307; r=0,9647; .
2,0 | p=0,0020; y=2,1346E-15 + 0,9636*x 201 | 5= 0,0018; y = 38696E-16 +0,9647 *x
15 15
§ 1,0 § 1.0
[=)) [=2]
£ E
£ 05 £ 05
z z
0,0 0,0 .
L]
0,5 0,5 . .
-1,0 1,0 *
15 10 05 0.0 05 10 15 2,0 25 15 10 05 0,0 05 1,0 15 2,0 25
CQO (gO,/L)

CQO (gO,/L)

Figura 2.2. Projeccéo das correlagbes de Pearson entre o0 COD e P, K, e entre CQO e sdlidos
totais, 6leos e gorduras, azoto total e azoto organico, com as respectivas rectas de regressao

linear e probabilidade associada nas aguas rucas (AR).

O OD é o unico parametro que ndo apresenta diferengas significativas entre as
aguas de lavagem com as aguas da centrifuga vertical, apresentando valores

significativamente diferentes para a agua ruca (Figura 2.4.).
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Temp (°C): F(2;14) = 42,8193; p = 0,000001

Variacdo da CBO nos pontos de amostragen AL, DEC e AR
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CBO (gO,/L): KW-H(2;15) = 6,5417; p = 0,0380;
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COD (mgC/L): KW-H(2;18) = 12,8772; p = 0,0016;

Figura 2.3. Projec¢do dos parametros fisico-quimicos que distinguem as aguas de lavagem, dos

outros pontos de amostragem. Projec¢cdo da Temperatura, Caréncia Quimica de Oxigénio
(CQO), Caréncia Bioguimica de Oxigénio (CBO), Carbono Orgéanico Dissolvido (COD), e Sélidos

Totais. Os valores de p referem-se a analise pelo teste de Kruskall-Wallis (KW-H).

«ouruako 2009



VAD3

avin

&

CAPITULO 2
Caracterizagao fisico-quimica das aguas residuais de um lagar continuo de trés fases

Ja os macronutrientes P, K, 0 Ng; € 0 Ngg surgem com medigdes
significativamente diferentes nos trés pontos de amostragem (Figura 2.5.).

Estes resultados foram corroborados pela Andlise de Componentes Principais
(ACP) efectuada. Os melhores eixos factoriais extraidos (F1 e F2) estdo representados
na Figura 2.6. Estes, contribuiram, respectivamente, com 58% e 11% da variancia total
da amostra.

A andlise da figura permitiu a identificacdo de agrupamentos que, com algumas
excepcdes, correspondem aos trés pontos de amostragem seleccionados. Assim, o
grupo 1 diz respeito as amostras das aguas de lavagem. O grupo 2 agrega
maioritariamente amostras das aguas da centrifuga vertical, e o grupo 3 inclui as
amostras de 4gua rucga.

E visivel um gradiente crescente de poluicdo desde o grupo 1 até ao grupo 3. As
primeiras apresentam teores mais elevados de OD, e menor concentracdo de matéria
organica, e no grupo 3 surgem amostras com elevado grau de poluicdo organica.

A ACP permitiu a extraccdo de quatro eixos factoriais, com base no critério de
Kaiser (Eigenvalues>1). Analisaram-se as correlacdes de Pearson entre estes factoriais

e os parametros fisico-quimicos medidos e os resultados apresentam-se na Tabela 2.5.

Variagao do OD nos pontos de amostragem AL, DEC e AR

o Média [ 25%-75%
8 Min-Max o Outliers
#  Extremos

OD (mgO,/L)

AR DEC AL
OD (mgO,/L): F(2;13) = 37,6205; p = 0,000004;

Figura 2.4. Projeccdo do parametro Oxigénio Dissolvido (OD), que apresenta valores
significativamente distintos entre as 4guas rugas e 0s outros pontos de amostragem. O valor de p

refere-se a analise ANOVA.

Com base nas correlacfes apresentadas e considerando a representacdo dos
pontos de amostragem nos planos factoriais (Figura 2.6.b), as amostras das AL
mostraram baixos teores de CQO, CBO, OG e nutrientes (K, P, e compostos azotados).

Os valores destes parametros aumentaram nas amostras representadas no quadrante
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esquerdo relativamente ao Factorial 1. Considerando as informacdes do plano Factorial
2, que apresenta elevadas correlagces com o OD e com a Temp (Tabela 2.5.), as
amostras da AR sdo aquelas que apresentam temperaturas médias mais elevadas

associadas a teores baixos de OD, e cargas elevadas de matéria organica.

Variacdo do Fésforo nos pontos de amostragem AL, DEC e AR Variacdo do Potassio nos pontos de amostragem AL, DEC e AR
180 2400
160 o Média [ 25%-75% 2200 o Média I 25%-75%
T Min-Max © Outliers T Min-Max © Outliers
— + Extremos 2000 . + Extremos
140 1800
120 1600
= 1400
% 100 %
g 0 g 1200
a X 1000
60 800
600
40
400
’ el “ ] —
0 0
oMw oacw oww AR DEC AL
P (mgP/L): KW-H(2;18) = 10,1977; p = 0,0061; K (mgK/L): KW-H(2;18) = 8,2924; p = 0,0158;
Variacdo do Azoto Total nos pontos de amostragem AL,DEC eAR Variacdo do Azoto Organico nos pontos de amostragem AL, DEC e AR
350 350
Média Bl o 25%-75% o_Média I 25%-75%
300 T Min-Max o Outliers 300 [ " Min-Max o Outliers
+ Extremos + Extremos
250 250
S 200 S 200
%, j=2
E £
= 150 F 150
100 100
0 T — 0 ——
AR DEC AL AR DEC AL
Nij (MN/L): KW-H(2;18) = 11,0994; p = 0,0039; Norg (MGN/L): KW-H(2;18) = 11,0994; p = 0,0039;

Figura 2.5. Projec¢do dos parametros fisico-quimicos cujas medi¢cdes séo significativamente
diferentes entre os trés pontos de amostragem. Projeccdo do Fésforo (P), Potassio (K), Azoto
Total (Ng;), e Azoto orgéanico (Nog). Os valores de p referem-se a andlise pelo teste de Kruskall-
Wallis (KW-H).

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho e outros trabalhos
previamente publicados (Paredes et al., 1999), as aguas residuais dos lagares de azeite
apresentam algumas caracteristicas fisico-quimicas, como sejam os teores elevados de
nutrientes das plantas, que possibilitam a sua utilizacdo como correctivos organicos. Os
teores destes nutrientes, especialmente P, K, e compostos de N, sdo importantes
factores para a fertilidade dos solos. Esta caracteristica, associada as necessidades
crescentes de racionalizar o uso de um recurso que escasseia — a agua —, torna as

aguas rucas potenciais fertilizantes do solo, bem como fonte de irrigagdo para poupar

%OUTUBRO 2009



VAD3

avin

&

CAPITULO 2
Caracterizacéo fisico-quimica das dguas residuais de um lagar continuo de trés fases

agua limpa. Esta poderia ser uma forma econémica de resolver parte do problema
ambiental associado a eliminacdo de aguas rucas (Paredes et al.,, 1999, 2000, 2001,
Casa et al., 2003; Albuquerque et al., 2004; Mekki et al., 2006).

Projeccdo dos Parametros Fisico-Quimicos no Plano Factorial

1,0} J—

05}
5
>
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o \
- H
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o i
I3}
[
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-0,5 r
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»
10l R T (a)
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Factor 1 : 58,39%

Projeccdo dos Pontos de Amostragem para o efeito dos Parametros Fisico-

Quimicos no Plano Factorial
4

AR5
[}

'
[y

Factor 2 10,69%

DEC2
-2 .

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4
Factor 1: 58,39%

Figura 2.6. Projeccdo dos parametros fisico-quimicos no plano factorial (a) e projeccdo dos
pontos de amostragem no primeiro plano factorial (F1 versus F2) obtido por Andlise de
Componentes Principais (ACP) (b). Para projectar pontos de amostragem, onde existam dados
em falta usou-se a opgédo “Mean substitution” (substituicdo pela média).
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No entanto, a presenca das fraccdes fendlica e lipidica limitam a sua aplicacao
directa nos solos sem tratamento prévio, devido a demonstrada actividade fitotdxica
destes efluentes (Tsioulpas et al.,, 2002; Casa et al., 2003). Estes efeitos fitotdxicos,
podem, no entanto, ser modificados e minimizados por processos quimicos ou

bioldgicos a ter lugar no préprio solo.

Tabela 2.5. Correlagbes de Pearson calculadas para os factores fisico-quimicos e os mais
importantes planos factoriais extraidos da ACP. Os E representam os “Eigenvalues” de cada

plano factorial extraido.

Parametros Factorial 1 Factorial 2 Factorial 3 Factorial 4
Fisico-quimicos E =8.758 E =1.604 E =1.426 E=1.274
oD ns -0,76** ns ns
Temp ns 0,55* ns ns
CQO -0,88*** Ns ns ns
CBO -0,78%** Ns ns ns
COD -0,97*** Ns ns ns
ST -0,72** Ns ns ns
0oG -0,87*** Ns ns ns
PT ns Ns ns -0,71**
K -0,97*** Ns ns ns
P -0,97%** Ns ns ns
Nkj -0,98*** Ns ns ns
Namon -0,79%* Ns ns ns
Nnit ns Ns 0,65* -0,60*
Norg -0,98*** Ns ns ns

ns — correlagdo néo significativa; * correlagao significativa para p=0,05; **correlagdo muito significativa para p=0,01;
***correlagéo altamente significativa para p=0,001.

Casa e colaboradores (2003) referem que a aplicagdo das aguas rucas no solo,
feita com bastante antecipagéo relativamente ao periodo de germinacgéo, evita a sua
toxicidade. N&o referem, no entanto, que intervalo temporal deve, no minimo, ser
respeitado. Os compostos toxicos ficardo retidos pelos minerais ou serdo
biologicamente alterados pelos microrganismos do solo.

Uma outra forma de utilizacdo das aguas rucgas, sem recorrer a tratamentos
especificos prévios, € a produgédo de composto com outros residuos organicos (Paredes
et al., 2000, 2001; 2002). De uma forma geral, mesmo variando o outro material usado,
obtém-se bons compostados, revelados pelas concentragbes elevadas de azoto
organico, matéria organica estabilizada, e substancias himicas polimerizadas em maior
guantidade (Paredes et al., 2002).

Outras formas de utilizacdo das aguas rucas, como seja a producdo de
substancias de valor acrescentado, producdo de biogas ou reutilizacdo de agua para

consumo, implicam tratamentos secundarios e/ou terciarios. O estabelecimento do
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tratamento a aplicar € complexo e nao €, ainda, conhecido um método com comprovada
eficiéncia e rentabilidade econdmica, de aplicacdo a todos os sistemas de extraccao,
sendo numerosas as equipas de investigacédo que se dedicam a analisar as alternativas

disponiveis.

4. Conclusdes

Este trabalho demonstrou que na CAOM se geram dois tipos de efluentes com
caracteristicas distintas.

As aguas de lavagem, caracterizadas por um menor indice de poluicdo, com
menores teores em matéria organica, pH proximos da neutralidade e teores em OD
mais elevados.

As aguas da centrifuga vertical, juntamente com as aguas rugas, formam outro
tipo de efluente. Caracterizam-se por apresentarem elevados teores em matéria
organica, altas temperaturas, e baixos valores de pH e oxigénio dissolvido.

Dada a elevada variabilidade encontrada nas caracteristicas destes efluentes, a
sua completa caracterizacao € fundamental para o estabelecimento do seu destino final.
A analise dos parametros definidos de acordo com a legislacdo em vigor € morosa e
dispendiosa. Este estudo permitiu definir parametros adequados, que em menor
namero, permitem, de forma estatisticamente significativa, determinar os restantes, e
caracterizar adequadamente os fluxos de subprodutos gerados na CAOM.

Quanto as aguas de lavagem, ndo foi possivel indicar nenhum parametro capaz
de permitir prever o comportamento de outros, o que confirmou o caracter distinto deste
fluxo.

Os parametros CQO, COD, K, P, e compostos de azoto (Nkj, Norg) revelaram ser
0s mais adequados para caracterizar cada um dos efluentes gerados na centrifuga
vertical e na bacia da agua ruca. A CQO e o COD surgem como 0s parametros que
apresentam maiores correlagbes com os demais. A medicdo destes parametros
permitira calcular a maioria dos restantes.

Actualmente, os trés fluxos s@o reunidos numa unica bacia de sedimentacgéo.
Dado que as caracteristicas das aguas de lavagem séo significativamente diferentes
das apresentadas pelos outros fluxos, considera-se que estas poderiam ser reutilizadas
para lavagem das azeitonas. Para tal, teria de se proceder a um processo de tratamento
gue incluiria sedimentacéo seguida de decantacdo. ApGs estes processos, seguir-se-ia
um tratamento aerébio utilizando leveduras adaptadas e isoladas a partir do préprio
efluente. Estas foram ja isoladas e ja estéo disponiveis no grupo de trabalho. Esta forma
podera reduzir o fluxo de agua residual que aflui a bacia de sedimentacdo e, ainda,

reduzir o consumo de agua potavel que é usada para lavar os frutos.
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CAPITULO 3
Caracterizacao microbioldgica das aguas residuais de um lagar continuo de trés fases
1. Introducéo

Os microrganismos s&o importantes em todos 0s ecossistemas e a sua
ubiquidade é devida, essencialmente, ao seu pequeno tamanho, a capacidade de
crescer e multiplicar-se, em condi¢cdes aerdbias e anaerodbias, e a grande versatilidade
metabodlica que lhes permite utilizar uma vasta gama de compostos, simples ou
complexos, como nutrientes para o seu crescimento (Kumar et al., 2004).

O potencial de adaptacdo dos microrganismos aos diversos ambientes atrai a
atencao de varias areas da industria, uma vez que conseguem utilizar uma vasta gama
de substéncias complexas, que convertem em moléculas simples: aminoacidos,
nucleotidos, glucidos e acidos gordos (metabolitos primarios) que depois utilizam para
produzir proteinas, coenzimas, &cidos nucleicos, polissacaridos e lipidos, que séo
redireccionados para o0 seu crescimento.

Sédo também bem conhecidas as capacidades que os microrganismos tém para
quebrar moléculas complexas de origem natural ou xenobidtica, sob condi¢des
ambientais stressantes. Em todo o mundo, rios e pontos de agua recebem descargas de
aguas residuais das mais diversas actividades humanas, que sao primariamente
biorremediados devido a presenca de populaces autéctones de microrganismos que,
rapidamente, se adaptam a estas condi¢des (Sanchéz e Olson, 2005).

Varios autores procederam a caracterizacdo microbiolégica de diversos habitats,
quer naturais, que incluem amostras de solos em rios e oceanos (Brusa et al., 2001;
Kumar et al., 2004; Wuczkowski e Prillinger, 2004), quer industriais. Estes Ultimos
reportam-se a produtos lacteos, vinicos e de outras fermentagbes alcodlicas,
manufactura de enchidos e outros produtos alimentares (Silva et al., 2000; Baruzzi et al.,
2006; Floréz e Mayo, 2006; Laitila et al., 2006; Lopandic et al., 2006; Senses-Ergul et
al., 2006). A caracterizagdo microbiolégica de &guas residuais surge, frequentemente,
associada a efluentes domésticos, devido a sua importancia para a vida humana, ou
ainda a alguns tipos de aguas residuais industriais e agro-industriais (Liu et al., 2002;
Eschenhagen et al., 2003; Ho et al., 2008).

As aguas rucas, sendo um tipo de efluente agro-industrial, apresentam algumas
caracteristicas particulares, ja discutidas anteriormente, que tornam o0 seu tratamento
dificii pelas formas convencionais. A utilizacdo de tratamentos bioldgicos,
economicamente mais viaveis e tecnhicamente fiaveis, fica restringida pelas capacidades
dos consoércios microbianos em resistir as caracteristicas desfavoraveis das aguas
rucas. Este efeito é notdrio nos processos de digestdo anaerdbia, aparentemente os
mais adequados para tratar efluentes com caracteristicas de carga organica como as

apresentadas pelas aguas rucas.
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Muitos tratamentos biolégicos, quer aerébios (Piperidou et al., 2000), quer
anaerébios (Borja et al., 1996; Dalis et al., 1996; Gharsallah et al., 1999), tém sido
investigados para valorizacdo das AR. De acordo com Azbar et al (2004), os filtros
anaerobios ou reactores anaerébios de fluxo ascendente sdo os mais adequados, mas
reforca a necessidade de tratar previamente as AR, no sentido de remover 0s
compostos mais recalcitrantes ou que possam inibir a digestéo.

Os trabalhos de investigac&o sobre as formas de tratamento ou valorizacdo das
AR tém-se centrado, principalmente, na remocdo dos compostos fendlicos,
responsaveis pela cor escura apresentada por estas aguas (Tsioulpas et al., 2002), ja
gue a degradacdo destes € considerado o factor limitante para o biotratamento das
aguas rucas (Martirani et al., 1996).

Apesar de todos os problemas ambientais inerentes a este subproduto, ja foi
testada a sua utilizacdo como uma fonte de aclcares simples e complexos, passiveis de
fermentacdo (Crognale et al., 2003) ou meio de crescimento de microrganismos
capazes de produzir enzimas lipoliticas (Scioli e Vollaro, 1997, D’Annibale et al., 2006).

Sdo varios os trabalhos publicados que utilizam microrganismos para o
tratamento ou pré-tratamento das 4guas rucas (Ramos-Cormenzana et al., 1996; Scioli
e Vollaro, 1997; Piperidou et al., 2000; Robles et al., 2000; Di Gioia et al., 2001a,b;
Fontoulakis et al., 2002; Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Ayed e Hamdi, 2003;
Ettayebi et al., 2003; Fadil et al., 2003; Jaouani et al.,, 2003, Dias et al., 2004;
Giannoutsou et al., 2004; Lanciotti et al., 2005; D’'Annibale et al., 2006; Dhouib et al.,
2006a,b; Martinez-Garcia et al., 2007; Ben Othman et al., 2008; Papanikolaou et al.,
2008). Nestes trabalhos incluem-se bactérias, fungos filamentosos e leveduras. No
entanto, os isolados, referidos na bibliografia anteriormente citada, foram obtidos de
forma mais ou menos aleatoria.

Duas publicagbes apresentam uma caracterizacdo microbiolégica de aguas
residuais de lagares de azeite marroquinos, onde se mostra que, contrariamente ao
esperado, existe uma grande abundéncia e diversidade microbiana nestes meios
(Mouncif et al, 1993; Sassi et al, 2006). Giannoutsou e colaboradores (2004)
procederam, também, a uma caracterizacdo microbiolégica que contemplou apenas
amostragens para leveduras e em lagares de duas fases (ecolégicos). Em Portugal,
Eusébio e colegas (2007) procederam a uma caracterizacdo das comunidades
microbianas existentes em aguas rucas, mas quando sujeitas a tratamento aerdbio.

Dado o comprovado efeito benéfico de muitos isolados microbianos na
eliminacdo de caracteristicas recalcitrantes das &guas rugas, uma caracterizacao
microbiolégica acurada das aguas residuais dos lagares, seguida do isolamento e

identificacdo de espécies com caracteristicas adaptativas provadas, serd uma fonte de
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informacdo imprescindivel para estabelecer formas de tratamento bioldgico,
simultaneamente eficazes e economicamente viaveis.

Assim, efectuou-se uma caracterizacdo microbiolégica das aguas geradas ap0s
a extracgdo do azeite na Cooperativa Agricola dos Olivicultores de Murga (CAOM), com
0 objectivo de:

1 — Quantificar trés grupos de popula¢gdes microbianas existentes nos fluxos de
aguas residuais do lagar: heterotréficos totais, fungos filamentosos e leveduras,
determinando as suas abundéncias relativas;

2 — Determinar a existéncia de variacbes na abundancia microbiana
influenciadas pela campanha de extrac¢do, periodo da campanha, e tipo de efluente
gerado ao longo do processo de extrac¢ao;

3 — Avaliar os efeitos dos diferentes parametros fisico-quimicos sobre a flora

microbioldgica presente nos diferentes pontos do processo de extraccao.

2. Material e Metodologia

2.1. Amostragem e Contagens de Microrganismos

Para atingir os objectivos propostos foram utilizadas as mesmas amostras
recolhidas para a caracterizacdo fisico-quimica. A forma como foi realizada a
amostragem e os locais seleccionados foram descritos no capitulo anterior.

Para quantificar grupos microbianos foram escolhidos meios de cultura selectivos
para efectuar contagem em placa, nomeadamente especificos para Heterotréficos
Totais, Fungos Filamentosos e Leveduras. Apos diluicdo de 1 mL de cada amostra
em 10 mL de &gua peptonada (0,1% p/v), prepararam-se diluicdes decimais seriadas,
de forma a obter contagens de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) entre 30 e 300
por placa. 100 pL das correspondentes diluicbes decimais foram inoculadas em trés
meios de cultura distintos: Plate Count Agar (PCA — Difco) para Heterotroficos Totais,
Potato Dextrose Agar (PDA — Difco) para fungos filamentosos, Yeast Malt Agar (YMagar
— Difco) suplementado com Rose Bengal (0,1% p/v) para leveduras. Os meios de cultura
foram preparados em conformidade com as indicagdes do fabricante.

ApoOs inoculagéo, as placas foram incubadas a 20°C, 25°C e 30°C durante oito
dias, tendo-se efectuado a contagem das UFC. Os valores médios obtidos com trés
réplicas por amostra, por meio de cultura e por temperatura de incubacéo foram usados

para a andlise numérica que se apresenta nos resultados.
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2.2. Anélise numérica

A analise dos resultados obtidos para as contagens microbiolégicas foi efectuada
recorrendo ao software STATISTICA 7 para Windows. Para os pontos de amostragem
considerados, foram analisadas as correlacdes entre os parametros microbioldgicos e
os parametros fisico-quimicos responsaveis pela toxicidade apresentada por estas

aguas residuais.

3. Resultados e Discusséo

As 4guas residuais analisadas neste estudo tiveram trés proveniéncias distintas,
aguas de lavagem (AL), aguas da centrifuga vertical (DEC) e aguas rucas (AR), como ja
referido no capitulo dois. Os resultados obtidos, relativamente a caracterizagao
microbiol6gica, serdo apresentados considerando de forma separada cada um dos
pontos de amostragem e cada grupo microbiolégico. Foram efectuadas recolhas de
amostras em periodos distintos das campanhas de extrac¢cdo. As culturas para
contagem em placa foram incubadas a trés temperaturas distintas: 20°C, 25°C e 30°C.
N&o se detectaram diferencas estatisticamente significativas entre as contagens obtidas
nas trés temperaturas de incubacédo testadas, em nenhum dos pontos de amostragem
considerados. Por esta razdo, os resultados apresentados resultam da média das
contagens de UFCs efectuadas nas placas incubadas a 25°C.

As contagens médias obtidas para o grupo heterotréficos totais foram sempre
superiores as obtidas para os grupos de fungos filamentosos e leveduras. Estas
diferencas foram notérias nas recolhas efectuadas nas &guas de lavagem,
comparativamente com as contagens resultantes das recolhas efectuadas na centrifuga
vertical e nas 4guas rucas.

Os heterotréficos, e de forma semelhante, os fungos e as leveduras, mostraram
uma pequena diminuicdo da abundéncia, a meio das campanhas de extrac¢do, que
depois aumentou para contagens proximas das obtidas no inicio das campanhas de
extrac¢ao.

N&o houve diferencas significativas entre as contagens de UFC das amostras
recolhidas nos anos 2003/2004 comparativamente com as obtidas para a campanha de

2004/2005 em nenhum ponto de amostragem.

3.1. Caracterizacdo Microbioldgica das Aguas de Lavagem

A Tabela 3.1. resume as contagens obtidas para as amostras efectuadas nas
aguas de lavagem. A sua andlise permite verificar que a abundancia microbiana
encontrada é elevada. Este facto reflecte-se em todos 0s grupos microbianos

estudados, mas particularmente nos heterotroficos.
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Relativamente a este grupo, comparando as contagens de colénias obtidas para

as trés datas de amostragem em cada campanha, AL1, AL2, AL3 para a campanha
2003/2004 (média = 1,64x10°% e AL4, AL5 e AL6 para a campanha 2004/2005 (média =
1,50x10°) verifica-se que ndo existem diferencas significativas entre as duas campanhas

de extraccao.

Tabela 3.1. Variacdo das médias de contagens de UFC obtidas durante e entre campanhas de
extraccdo das amostras recolhidas nas aguas de lavagem (AL). Os valores de p foram

calculados com base nas contagens efectuadas entre datas de amostragem em cada campanha.

Heterotréficos Fungos Filamentosos Leveduras
Ponto Data o o o
Média UFC/mL  valorp Média UFC/mL valorp Média UFC/mL valor p
Amostragem Recolha
Agua de ALl 3,96x10° 5,62x10° 4,49x10°
Lavagem AL2 2,17x10° 0,0000 8,45x10° 0,0002 6,16x10° 0,0000
AL3 7,40x10° (**)  3,29x10’ (**)  3,11x10’ (**)
AL4 1,57x10° 5,74x10’ 1,79x10°
AL5 3,90x10° 0,0462 1,44x10° 0,1796 5,56x10’ 0,0024
AL6 2,55x10° (*)  4,39x10° (ns) 3,63x10° (**)

AL1 - 4gua lavagem Dezembro 2003; AL2 — agua lavagem Janeiro 2004; AL3 — 4gua lavagem Fevereiro 2004; AL4 —
agua lavagem Dezembro 2004; AL5 — agua lavagem Janeiro 2005; AL6 — agua lavagem Fevereiro 2005. (ns) N&o
Significativo; (*) Significativo para p <0,05; (**) Muito Significativo para p <0,01; (***) Altamente Significativo para p
<0,001.

Quando se estabelece uma comparagdo para verificar se existem diferencas
significativas entre datas de amostragem, em cada campanha, obtém-se resultados
distintos. De facto, na campanha 2003/2004, em todos 0s grupos microbianos
estudados existem diferencas significativas entre as datas de amostragem (Tabela 3.1).
As amostras recolhidas a data correspondente ao meio da campanha de extraccéo (AL2
e AL5) apresentaram uma diminuicdo altamente significativa (p <0,001) da abundéancia
microbiana em todos os grupos estudados. Os microrganismos apresentaram, para o
final da campanha, uma subida das suas populacdes, mas ainda sem atingir os valores
obtidos no inicio do processo de extracgao.

Observou-se um comportamento semelhante nas populacdes estudadas, na
segunda campanha de extraccdo analisada (2004/2005). No entanto, neste segundo
periodo de andlise, a significAncia estatistica ndo foi a mesma para todas as populagdes
microbianas analisadas, nem tao expressiva, como na campanha anterior. As diferencas
mais significativas observaram-se no grupo das leveduras (p <0,01), sendo significativas
para o grupo dos heterotréficos (p <0,05) e sem significancia estatistica no caso dos

fungos filamentosos.
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Nas aguas de lavagem, verificou-se que as variaveis dependentes definidas
inicialmente — campanhas de extraccéo diferentes, e momentos distintos de recolha de
amostras durante cada campanha — ndo afectaram, de igual forma, as comunidades
microbianas encontradas nas aguas. Ja foi referido no Capitulo dois que durante o
periodo em andlise, as instalacbes da Cooperativa sofreram alteracdes, ndo s6 de
localizagdo fisica, como de alguma maquinaria, nomeadamente a que serve para a
lavagem das azeitonas. Efectivamente, na primeira campanha de extrac¢do analisada,
as lavadoras estavam localizadas dentro das instalagbes, enquanto na segunda
campanha, a sua localizacdo era no exterior. Para além deste facto, na segunda
campanha, as aguas resultantes da lavagem poderiam ficar armazenadas dentro das
lavadoras por periodos de tempo indeterminados. Apesar destes factores, que se
julgava terem algum efeito nos resultados obtidos para as contagens microbianas, tal
néo foi verificado.

JA no que diz respeito ao periodo da campanha em que se efectuam as
amostras, os resultados parecem demonstrar algum efeito. Verificou-se, em ambas as
campanhas, mas de forma mais notavel na campanha 2003/2004, que na segunda data
de amostragem ocorre uma redugéo significativa na abundéancia relativa dos trés grupos
microbianos estudados. Esta diminuicdo € acompanhada por um incremento dos teores
de 6leos e gorduras e diminuicdo marcada da temperatura das aguas (Tabela 2.2. —
Capitulo 2).

3.2. Caracterizacdo Microbioldgica das Aguas da Centrifuga Vertical

N

As aguas da centrifuga vertical foram recolhidas imediatamente a saida da
mesma, apos a separacdo das fases oleosa e aquosa. Este efluente € constituido
maioritariamente pela dgua de vegetagdo da azeitona, que foi esmagada, e por alguma
agua que foi adicionada no processo de termobatedura. Estas duas operacdes fisicas
precedentes criaram uma emulsédo de onde o azeite foi separado. Como apresentado e
discutido no capitulo anterior (Tabela 2.2), a agua da centrifuga possui quantidades
mais elevadas de matéria organica em suspensdo, teores elevados de elementos
minerais e gordura e compostos fendlicos que nao ficaram retidos na fase oleosa.

As populacdes de microrganismos, contabilizadas neste ponto de amostragem,
foram elevadas em todas as datas de amostragem, nas duas campanhas de extraccao
(Tabela 3.2.). E, no entanto, de ressalvar, que as contagens efectuadas nas placas com
heterotroficos foram maioritariamente dominadas por fungos. Relativamente a este
grupo microbiano (heterotréficos totais) destaca-se o facto de seu numero ter
apresentado uma diminuigdo significativa, quando comparado com as contagens das

aguas de lavagem (Tabela 3.1.). Os valores médios para heterotréficos na campanha
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2003/2004 desceram de 1,7x10° para 1,1x10°, e na de 2004/2005 de contagens com

1,5x10° passou-se para 3,5x10°. Verificou-se, ainda, uma quase sobreposicdo entre os

valores medidos para fungos e leveduras, com os obtidos para heterotréficos. Estes

resultados corroboram a ideia de que as bactérias apresentam maiores dificuldades de

adaptacdo a habitat com pH baixos e com alguns compostos que inibem o seu

crescimento, mas comummente encontrados nas aguas rugas, como os fendis, ou os
taninos (Sayadi et al., 2000; Sassi et al., 2006).

Tabela 3.2. Variacdo das médias de contagens de UFC obtidas durante e entre campanhas de
extraccdo das amostras recolhidas nas 4guas da centrifuga (DEC). Os valores de p foram

calculados com base nas contagens efectuadas entre datas de amostragem em cada campanha.

Heterotréficos Fungos Filamentosos Leveduras

Ponto Data o o o
Média UFC/mL  valorp  Média UFC/mL  valorp Média UFC/mL valor p
Amostragem  Recolha

Centrifuga  DEC1 1,15x107 0,2851 1,48x10’ 0,0435 7,78x10° 0,0459
Vertical DEC2 4,03x10° (ns)  3,77x10° (*)  4,98x10° *)
DEC3 1,69x107 2,05x107 8,15x10°
DEC4 2,93x10° 1,31x10° 6,06x10°
DEC5 5,50x10° 0,3645 3,54x10° 0,1426 4,12x10° 0,0019
DEC6 2,03x10° (ns)  1,36x10° (ns.) 5,82x10° (**)

DEC1 - centrifuga vertical Dezembro 2003; DEC2 — centrifuga vertical Janeiro 2004; DEC3 — centrifuga vertical Fevereiro
2004; DEC4 — centrifuga vertical Dezembro 2004; DEC5 — centrifuga vertical Janeiro 2005; DEC6 — centrifuga vertical
Fevereiro 2005. (ns) Nao Significativo; (*) Significativo para p <0,05; (**) Muito Significativo para p <0,01; (***) Altamente
Significativo para p <0,001.

De forma distinta aos resultados obtidos para as dguas de lavagem, neste ponto
de amostragem, foram poucas as diferencas significativas entre datas de recolha, nos
grupos microbianos estudados. Na primeira campanha de extraccdo apenas houve
diferencas significativas (p <0,05) para fungos e leveduras. Ja na segunda campanha,
apenas as leveduras apresentaram diferencas muito significativas (p <0,01) entre as
datas de amostragem. Também nos grupos fungos filamentosos e leveduras, houve
uma marcada diminuicdo das populac¢des entre este ponto de amostragem e as aguas
de lavagem. Tal facto ndo é inesperado, uma vez que as &guas deste local
apresentaram ja caracteristicas de carga organica muito elevada, baixos pH, e presenca

de compostos menos favoraveis ao desenvolvimento de comunidades microbianas.

3.3. Caracterizacdo Microbioldgica das Aguas Rucgas
Este efluente, muito semelhante as aguas da centrifuga vertical, difere destas,
pois fica depositado numa pequena bacia localizada logo ap6s a centrifuga, sendo

depois enviado para o exterior das instalacées.
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Estas aguas apresentam caracteristicas muito semelhantes as referidas para as
da centrifuga vertical, o que pode ser confirmado pela analise das tabelas e gréaficos
analisados no capitulo dois, e as diferencas encontradas poderdo ser consequéncia de
periodos mais ou menos longos de deposicao.

Aparentemente, o periodo de deposicdo ndo afectou o microbiota, j& que as
contagens médias de UFC obtidas para os heterotroficos, fungos filamentosos e
leveduras, ndo foram muito diferentes dos verificados nas aguas da centrifuga vertical
(Tabela 3.1, Tabela 3.2 e Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Variacdo das médias de contagens de UFC obtidas durante e entre campanhas de
extraccéo das amostras recolhidas nas aguas rucas (AR). Os valores de p foram calculados com

base nas contagens efectuadas entre datas de amostragem em cada campanha.

Heterotroéfico Fungos Filamentosos Levedura
Ponto Data o o o
Média UFC/mL  valorp Média UFC/mL valorp Média UFC/mL valor p
Amostragem  Recolha
AguaRuca  ARL 1,68x10° 0,0000 4,89x10° 0,0047 5,12x10° 0,2931
AR2 1,14x10’ (***)  3,67x10° (**  1,66x10° (n.s.)
AR3 6,10x10° 2,73x10° 1,63x10°
AR4 9,98x10° 3,54x10° 8,12x10°
AR5 7,63x10° 0,3645 5,50x10° 0,5325 4,35x10° 0,4866
,00X n.s. ,00X n.s. , 14X n.s.
ARG 6,56x10° (n.s.) 5,56x10° (ns)  4,14x10° (n.s.)

AR1 — 4gua ruga Dezembro 2003; AR2 — agua ruca Janeiro 2004; AR3 — &gua ruca Fevereiro 2004; AR4 — agua ruca
Dezembro 2004; AR5 — &gua ruca Janeiro 2005; AR6 — agua ruca Fevereiro 2005. (ns) Nao Significativo; (*) Significativo
para p <0,05; (**) Muito Significativo para p <0,01; (***) Altamente Significativo para p <0,001.

Efectivamente, e no que respeita aos heterotréficos, também neste ponto de
amostragem a populagéo apresentou contagens mais baixas do que as verificadas para
as aguas de lavagem, e com valores semelhantes aos da centrifuga. No DEC passou-se
de 1,1x107 (2003/2004) e 3,5x10° (2004/2005), para, na AR de 6,2x10" (2003/2004) e
5,1x10° (2004/2005). Os outros grupos estudados apresentaram um comportamento
semelhante. Os fungos filamentosos variaram de 1,3x10° (2003/2004) e 2,1x10°
(2004/2005) da centrifuga, para 3,8x10° (2003/2004) e 3,8x10° (2004/2005) na bacia de
sedimentacdo. J4 no que diz respeito ao grupo das leveduras as contagens meédias
obtidas na campanha 2003/2004 baixaram apenas ligeiramente de 4,6x10° para 2,8
x10°, enquanto na campanha seguinte se verificou para este grupo um aumento ligeiro

do nimero médio de colénias obtidas de 1,8x10° para 3,1x10°.
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A semelhanca do que aconteceu relativamente as Aguas do decanter, a
diminuicdo das popula¢des relativamente a obtida para as dguas de lavagem é a mais
expressiva. Entre as amostras da centrifuga e as finais, ndo se encontram diferencas
significativas.

Considerando as contagens obtidas neste ponto de amostragem, no que respeita
as campanhas, ndo houve, mais uma vez, diferenca estatistica significativa. Entre datas
de amostragem, as situa¢des variaram. Assim, na campanha de 2004/2005, o momento
da recolha néo interferiu nas contagens obtidas em nenhum dos grupos microbianos
estudados. Na campanha anterior, apenas as leveduras néo revelaram diferencas entre
datas de amostragem, enquanto que os heterotroficos apresentaram diferencas
altamente significativas (p <0,001) e os fungos filamentosos diferengas muito
significativas (p <0,01).

Estas diferencas estardo relacionadas com as condi¢cdes ambientais verificadas
neste ponto de amostragem. O grupo mais afectado foi o dos heterotréficos, como
consequéncia provavel do aumento do teor em polifendis totais, 6leos e gorduras e
carga organica, em associacdo a diminuicdo de pH e quantidade de oxigénio dissolvido
no meio. Estas observacbes levam ainda a inferir que a populacdo de leveduras

presente estard bem adaptada ao ambiente em questéo.

3.4. Correlagdes estatisticas entre paradmetros microbiolégicos e parametros
fisico-quimicos

Efectuou-se uma analise estatistica de forma a identificar possiveis correlagbes
entre as variagoes verificadas nas abundancias dos grupos microbianos estudados, e os
parametros fisico-quimicos medidos, nos diferentes pontos de amostragem.

Considerando uma distribuicdo normal das amostras, uma analise de variancia
(ANOVA) dos parametros microbiolégicos mostra que apenas o ponto de amostragem
agua de lavagem (AL) pode ser discriminado em relacdo aos outros dois locais de
amostragem (Figura 3.1).

Nas contagens efectuadas, apenas os heterotréficos apresentaram diferencas
significativas, enquanto as efectuadas para os outros dois grupos se sobrepdem nos
trés locais. A significAncia estatistica ndo é a mesma, isto €, para heterotréficos as
diferencas sdo muito significativas (p <0,01) e para leveduras e fungos, apenas
significativas (p <0,05). A abundancia relativa de fungos e leveduras é muito semelhante
quer em DEC, quer em AR.

Efectuou-se ainda uma Analise de Componentes Principais (ACP), considerando
as contagens dos microrganismos, tendo-se verificado que estes ndo séo capazes de

distinguir nem os pontos de amostragem, nem as datas de amostragem (dados né&o
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apresentados). Testou-se ainda o efeito dos parametros fisico-quimicos nas contagens
microbianas, com o objectivo de identificar, qual ou quais os que mais afectavam o
tamanho das populagdes microbianas. Também neste caso os resultados obtidos n&o

se mostraram conclusivos.

5E9Q
o Mediana [ 25%-75%
T Min-Max © Outiers
* Extremos

o
m
®

NI

Heterotréficos Totals WFC/mL) (escala
logaritmizada)
o
m
~

AL DEC AR
5E9
O Mediana [ 25%-75%

a T Min-Max © Outliers
3 * Extremos
@
<

5E8
>
E
S~
L3
25
« E 5E7
o=
da
8
52
E
=
“  5E6
a
o
3
£
H
e

AL DEC AR
SE9
0 Mediana [ 25%-75%

Min-Max © Outliers
*  Extremos

o o
m m
~ @

o
m
L

Leveduras (UFC/mL) (escala logaritmizada)

"

AL DEC AR

Figura 3.1. Representacdo da distribuicdo dos paradmetros microbioldgicos Heterotréficos,
Fungos Filamentosos e Leveduras nos pontos de amostragem considerados AL, DEC e AR no
conjunto das duas campanhas de amostragem (2003/2004 e 2004/2005).

E, no entanto, importante ressalvar que, apesar do aumento da toxicidade
ambiental, j& analisada no capitulo anterior, e que se revelou essencialmente pelo
aumento dos teores em matéria organica, em gordura e polifenéis e nutrientes, e
diminuicdo do pH, os heterotréficos pareceram ser o grupo mais afectado, jA& que em
média as suas contagens desceram de 9,1x10® UFC/mL nas AL para 7,2x10° e 3,3x10e’

UFC/mL no DEC e AR, respectivamente. Ja no que se refere aos fungos e as leveduras,
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a diminuicdo da abundancia das popula¢des ndo foi tdo marcada, levando a crer que
estes organismos apresentam maiores capacidades de adaptacdo a estes ambientes.

Resultados semelhantes foram ja publicados por varios autores que usaram
isolados de fungos dos géneros Pleurotus, Phanerochaete, Aspergillus, Geotrichum,
Penicillium, Trichoderma, Pycnoporus, Coriolopsis e Lentinula (Robles et al., 2000;
Fontoulakis et al., 2002; Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Fadil et al., 2003;
Jaouani et al., 2003; Dias et al., 2004; Dhouib et al., 2006a,b), ou isolados de leveduras
dos géneros Candida e Yarrowia (Ettayebi et al., 2003; Fadil et al., 2003; Giannoutsou et
al., 2004; Lanciotti et al., 2005; D’Annibale et al., 2006; Martinez-Garcia et al., 2007;
Papanikolaou et al., 2008; Peixoto et al., 2008) para procederem a tratamentos ou preé-
tratamentos de aguas rucas. Apesar destes trabalhos n&o terem tido como objectivo
caracterizar os ambientes de onde foram obtidos os isolados estudados, reflectem a
existéncia de diversas espécies de microrganismos com capacidade de se
desenvolverem em ambientes stressantes. No trabalho que aqui se apresenta, foi
possivel também obter contagens significativas de varios grupos microbianos a partir
das 4guas de lavagem, aguas da centrifuga vertical e aguas rucas da CAOM, reflectindo
mais uma vez as capacidades adaptativas dos microrganismos.

A maior parte da literatura disponivel refere que a toxicidade destas aguas
residuais, para além da sua elevada carga organica, resulta, essencialmente, da
presenca de elevados teores de compostos fendlicos e acidos gordos livres (Sayadi et
al., 2000; Sassi et al., 2006). Os fungos da podriddo branca estdo entre os
microrganismos capazes de degradar fracgcbes dos compostos fendlicos,
nomeadamente as de baixo peso molecular, referenciadas como as mais téxicas.
Conseguem metaboliza-las recorrendo a accdo de enzimas lenhinoliticas como a
peroxidase da lenhina (LiP) ou a peroxidase dependente do manganésio (MnP) (Sayadi
et al., 2000). Apesar da accdo dos fungos, o efeito de toxicidade ndo desaparece das
AR tratadas. Este facto resulta, provavelmente, da formagédo de compostos mais toxicos
como os radicais fenoxi, ou ainda porgue as enzimas lenhinoliticas referidas acima séo
inibidas pelas frac¢oes fendlicas de elevado peso molecular (Sayadi et al., 2000), que
continua recalcitrante mesmo apos o tratamento com os fungos.

A determinacdo do(s) factor(es) de toxicidade destas aguas residuais é ainda
pouco consensual, e até em parte desconhecido. Num trabalho efectuado em Portugal,
Paixdo e colaboradores (1999) provaram a elevada toxicidade destas aguas,
independentemente do processo de extraccdo do azeite utilizado. No mesmo estudo,
que tinha como objectivo determinar parametros fisico-quimicos responsaveis pela
toxicidade das AR, ficou clara a dificuldade na sua determinacdo. Efectivamente, este

grupo de trabalho encontrou correlacbes entre a toxicidade para espécies como
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Tamnocephalus platyurus ou Daphnia magna e parametros como a CQO, sdlidos,
compostos de azoto, taninos e lenhinas, mas ndo encontrou correlagdes significativas
com parametros vulgarmente referidos na bibliografia, como os fendis ou 6leos e
gorduras. Outras publicacdes referem, também, que estirpes de fungos (Sayadi et al.,
2000) ou leveduras (Peixoto et al., 2008) usadas para pré-tratar AR revelaram que a
diminuicdo da concentracdo de taninos diminui o seu efeito inibidor, enquanto outros
mostraram ainda que a diminuicdo na concentracdo de fendis ndo diminuiu o efeito
toxico das &guas tratadas (Tsioulpas et al.,, 2002). Ainda Hamdi et al (1992)
apresentaram conclusfes similares, referindo que os compostos fendlicos apresentam
pouca toxicidade mas ndo sdo biodegradaveis, em oposicdo aos taninos, que sao
altamente toxicos, mas biodegradaveis.

Os resultados encontrados nesta tese aproximam-se dos referidos no paragrafo
anterior, jA que a variacdo do conteudo em polifendis ndo foi acompanhada por
variacdes correlacionadas das contagens de UFC em nenhum dos grupos microbianos
analisados, ou em qualquer dos pontos de amostragem. Por outro lado, o aumento da
carga organica, principalmente CQO, COD, solidos totais e Oleos e gorduras, a
diminuicdo do pH e teor em OD, pareceram afectar as contagens.

Devido as elevadas contagens de microrganismos encontradas, particularmente
no que se refere aos grupos fungos filamentosos e leveduras, é de supor que estes
microrganismos apresentam maior resisténcia as condi¢des de toxicidade destes meios.

Das publicagbes consultadas, apenas se encontraram referéncias a
caracteriza¢cdes microbiologicas de efluentes de lagares de azeite em trés artigos.
Destas, duas referem-se a lagares de azeite que fazem a extrac¢gdo em continuo e de
forma tradicional (Mouncif et al., 1993; Sassi et al.,, 2006) e a terceira analisa o
microbiota encontrado na lama proveniente de um lagar de duas fases (ecoldgico)
(Giannoutsou et al., 2004). O trabalho de Sassi e colaboradores (2006) apenas faz uma
caracterizacdo da abundéancia média de microrganismos encontrados em varios lagares,
mas ndo procedem a nenhuma identificacdo das espécies. Os resultados destes
investigadores mostram, que a semelhanca do que se obteve neste trabalho, a
abundancia microbiana € elevada e inclui bactérias (aerobias), leveduras e fungos
filamentosos. Também fica evidente que as colénias contabilizadas sao
maioritariamente dominadas por leveduras e fungos.

O trabalho de Mouncif e seus colaboradores (1993) mostra que a contagem de
colonias é bastante elevada, e também se obtiveram quer bactérias, quer leveduras e
fungos filamentosos. Este grupo identificou alguns isolados de leveduras, tendo
encontrado individuos pertencentes aos géneros Pichia e Debaryomyces (0s mais

abundantes), Saccharomyces, Candida, Schizosaccharomyces e Rhodotorula. Estas
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identificacdes foram, contudo, realizadas com base apenas em testes fisioldgicos e
bioquimicos.

Das lamas resultantes da extraccdo em duas fases Giannoutsou e colaboradores

(2004) apenas procuraram conhecer a diversidade em leveduras ndo tendo efectuado

estudos para determinar a abundancia dos diferentes grupos do microbiota.

4. Conclusodes

Este trabalho revelou uma elevada abundancia de microrganismos nos trés
pontos de amostragem de aguas residuais, sendo 0 seu numero particularmente e
significativamente elevado nas aguas de lavagem.

A campanha de extrac¢ao nao influenciou a abundancia dos grupos microbianos
amostrados. O periodo da campanha em que as amostras foram recolhidas afectou as
contagens de formas distintas.

No inicio das campanhas, as populacdes estavam presentes em ndameros
elevados que decrescem a meio da mesma, como consequéncia provavel da laboracdo
nesse momento ser mais intensiva. As populacbes de heterotréficos, fungos
filamentosos e leveduras, tendem a mostrar uma recuperacdo no final das campanhas
de extraccdo, como resposta adaptativa &s condigbes do meio ambiente.

As populacdes de leveduras e fungos filamentosos revelaram maior capacidade
de resistir ao ambiente menos favoravel, uma vez que as suas abundancias,
relativamente a populagéo de heterotroficos, se mantiveram mais elevadas, dominando
as contagens dos heterotroficos.

Nao foi possivel estabelecer correlacdes com significAncia estatistica entre as
populagbes microbianas investigadas, e os parametros fisico-quimicos medidos. No
entanto, o0 aumento da carga organica, diminuicdo do pH e teor em oxigénio dissolvido,
foram identificados como os factores fisico-quimicos que mais contribuiram para a
diminuicdo das populagbes microbianas, e determinaram os diferentes equilibrios entre

elas.
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CAPITULO 4
Caracterizacao das leveduras das aguas residuais do lagar continuo

1. Introducéo

Na sequéncia da caracterizacdo microbiolégica das aguas residuais
apresentada no capitulo anterior verificou-se que os fungos, em particular as
leveduras, sdo bastante abundantes ao longo do processo de extrac¢cdo do azeite.
Desta forma, o seu conhecimento e caracterizacdo poderdo ser determinantes para a
seleccdo de novas espécies com potencial para ser utilizadas no tratamento das
aguas residuais dos lagares.

Neste trabalho, o processo de seleccdo de isolados fez-se apenas no grupo
das leveduras. A |justificacdo reside no facto conhecido de que muitas espécies
bacterianas sao inibidas pelas dguas rucas (Kotsou et al., 2004; Khoufi et al., 2006). Ja
no que se refere aos fungos filamentosos, apesar de ser reconhecida a sua eficiéncia
na degradacdo de compostos fendlicos, também é conhecida a dificuldade de
aplicacdo destes isolados em tratamentos a escalas de dimensdo superior a
laboratorial, particularmente devido a problemas de esponjamento (“foaming”) que
provocam em ETAR, pela sua constituicdo filamentosa (Assas et al., 2000; Lopez et
al., 2002).

As leveduras sdo um grupo com elevada importancia econdmica (medicinal,
alimentar e agricola entre outras) e a descoberta de novas espécies ou de novas
estirpes de espécies ja descritas, bem como a sua correcta identificacdo € muito
importante (Wuczkowski e Prillinger, 2004). E assumido que apenas pouco mais de
1% desta comunidade existente na natureza é conhecida (Fell et al., 2000).

No que respeita a leveduras isoladas de habitats naturais, na sua maior parte,
a identificacdo é efectuada recorrendo a caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e
morfolégicas de acordo com os testes convencionais (Barnett et al., 2000). No entanto,
estas analises sdo muito morosas e laboriosas, sendo necessaria uma experiéncia
relevante para analisar e interpretar correctamente cerca de 60 a 90 testes especificos
(Fell et al., 2000; Sabate et al., 2002; Wuczkowski e Prillinger, 2004; Lopandic et al.,
2006). Apesar das dificuldades, o conhecimento das propriedades bioquimicas e
fisiologicas de leveduras pode ser importante em termos biotecnoldgicos,
especialmente para a diferenciacdo de estirpes envolvidas em processos de
fermentac&o ou maturacdo (Lopandic et al., 2006).

A distribuicdo por numerosos habitats, o seu papel como organismos benéficos
em muitos processos industriais, a sua ocorréncia como organismos inibidores dos
processos fermentativos em produtos lacteos ou a sua actividade como agentes de
muitas patologias em seres humanos, fez crescer, nas ultimas décadas, a investigacao
de processos expeditos e fidveis para a identificacdo inequivoca das leveduras, para o

que muito contribuiram os conhecimentos e avangcos em técnicas de biologia
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molecular (Frutos et al., 2004). Estas técnicas além de possibilitarem a caracteriza¢ao
dos isolados a nivel genémico permitem, ainda, a analise simultdnea de um ndamero
elevado de amostras (Sabate et al., 2002; Lopandic et al., 2006).

Os diferentes métodos moleculares, baseados em estudos comparativos do
DNA, podem ser divididos, em termos gerais, nos que examinam a estrutura primaria
de genes individuais por “fingerprinting” e os baseados em técnicas de hibridacao
(Lopandic et al., 2006). As técnicas baseadas em reacc¢des de PCR — fingerprinting
(Polymerase Chain Reaction — fingerprinting) desenvolveram-se em varias vertentes,
incluindo RAPD (Random Amplified Polymorphic DeoxiriboNucleicAcid), RFLP
(Rectriction Fragment Length Polymorphism) e sequenciacéo de algumas regides do
genoma, entre outras. Relativamente a sequenciacdo, revelaram-se cruciais as
regibes codificantes dos Acidos Ribonucleicos Ribossomais (RNAr), sobre as quais se
sabe que evoluiram pouco entre os diferentes seres vivos, mas apresentam muitos
polimorfismos, sendo ideais para estabelecer relacdes filogenéticas (no caso de
organismos distantes) e distinguir entre espécies (no caso de organismos com
relacdes filogenéticas proximas) (Frutos et al., 2004).

Os PCR-fingerprints podem ser indicadores adequados de distancias
genéticas, uma vez que amplificam ao acaso polimorfismos distribuidos ao longo de
todo o genoma. A relacdo entre espécies/estirpes € deduzida a partir do nimero de
fragmentos amplificados que as amostras tém em comum. Como estes fragmentos
sdo normalmente ndo alélicos, o processo de comparacdo simplifica-se, uma vez que
apenas se reporta a presenca ou auséncia do fragmento (Thanos et al., 1996). No
inicio da década de 90 do séc. XX, desenvolveu-se um método simples e reprodutivel
de analisar genomas complexos, que passou a ser designado por RAPD (Welsh e
McLelland, 1990; Williams et al., 1990). Esta técnica pode ser aplicada a qualquer
organismo a partir do qual se possa extrair DNA, sendo o seu poder discriminativo
dependente do proprio organismo e dos primers utilizados. O método consiste na
amplificacdo aleatéria de segmentos de DNA, usando primers de sequéncia curta
(oligonucledtidos) e arbitraria. As interacgdes entre o primer e a por¢do de DNA molde
vao determinar os perfis electroforéticos obtidos, que serdo diferentes de individuo
para individuo (Meunier e Grimont, 1993). Estas diferengcas podem resultar de
insercOes, delecgbes ou alteragbes de um nucleétido na sequéncia do DNA molde,
que impede a ligagdo do primer, alterando a dimensdo do fragmento amplificado
(Williams et al., 1990). Esta tecnologia apresenta véarias vantagens destacando-se a
rapidez, simplicidade, e baixo custo do processo (Anjos, 2003). A analise por RAPD-
PCR mostrou ser um método adequado para distinguir estirpes de leveduras

pertencendo a mesma espécie (Senses-Ergul et al., 2006). A reprodutibilidade dos
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padrdes de bandas obtidos por esta técnica, o facto destes marcadores serem
dominantes e sequéncias diferentes de DNA originarem fragmentos de dimenséo
idéntica tem sido alvo de varias criticas (Meunier e Grimont, 1993). Contudo, a maioria
destes problemas pode ser superada com condi¢cdes experimentais cuidadas, sendo
muito Gtil na identificacdo e delimitacdo de espécies no grupo das leveduras (Thanos
et al., 1996; Correia et al., 2004; Baruzzi et al., 2006; Lopandic et al., 2006; Senses-
Ergul et al., 2006).

O conhecimento da biodiversidade e relacfes inter especificas entre leveduras
aumentou marcadamente nos Ultimos anos com a analise filogenética de sequéncias
génicas (Kurtzman, 2001). A sequenciagdo dos operdes de DNAr 26S, 18S, 5,8S e 5S
passaram a ser utilizados como regides preferenciais, por apresentarem pouca
evolucéo (Frutos et al., 2004). Os estudos iniciais focaram-se na subunidade 18S do
RNAr (James et al., 1997) e no dominio D1/D2 do RNAr 26S (Kurtzman e Robnett,
1998). A partir do melhoramento das técnicas de PCR e da sequenciacao directa, bem
como a disponibilidade para toda a comunidade cientifica de numerosas bases de
dados de sequéncias nucleotidicas, estas técnicas ganharam uma importancia
crescente e justificada. A sequéncia nucleotidica da regido D1/D2 do RNAr 26S
emergiu como o alvo mais importante na identificacdo de leveduras e € aceite
universalmente como a mais importante ferramenta na sua taxionomia estando as
sequéncias conhecidas desta regido disponiveis em varias bases de dados. A
importancia desta regido genomica na taxionomia de leveduras revelou-se, apos 15
anos de intensiva investigacdo, pois comprovadamente exibe diferencas suficientes
entre leveduras, para serem usadas na predicdo de relacdes inter e intra especificas
(Kurtzman e Robnett, 1998; Fell et al., 2000; Lopandic et al., 2006). Para determinar os
limites na denominacdo e relacBes entre espécies, Kutzman e Robnett (1998)
sugeriram que leveduras ascomicetas que apresentem mais do que 1% de diferencas
na sequéncia nucleotidica deste dominio (isto é 6 ou mais diferencas na sequéncia de
nucleétidos em 600 pares de bases (bp)), pertencem a espécies diferentes. Até agora,
e em todas as espécies descritas esta regra tem-se verificado (Kurtzman, 2001). Nas
leveduras basidiomicetas, Fell e colaboradores (2000) consideram espécies diferentes
guando no mesmo dominio (portanto 600 bp) existem diferengas em dois nucleétidos.
Alguns casos publicados (Lopandic et al., 2006) mostraram que, em espécies muito
proximas, existe uma grande homologia nas sequéncias desta regido, e s recorrendo
a outra técnica, nomeadamente perfis RAPD, se conseguiu distinguir espécies muito

relacionadas, por terem apresentado perfis electroforéticos distintos.
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Dada a abundéancia encontrada nas amostras de aguas residuais do lagar em
estudo, indicadora da capacidade adaptativas das leveduras que ai vivem, a sua
correcta identificagdo serda uma fonte de informagéo imprescindivel.

Assim, neste capitulo, efectuou-se a caracterizacdo das leveduras encontradas
nas aguas geradas apO0s a extraccdo do azeite na Cooperativa Agricola dos
Olivicultores de Murca (CAOM), com o objectivo de:

1 - Conhecer a diversidade da flora de leveduras presente nas aguas residuais
geradas nos fluxos de efluentes do lagar continuo de trés fases;

2 — Comparar a diversidade da flora de leveduras entre os fluxos de efluentes
gerados no lagar continuo de trés fases.

3 — lIdentificar os isolados de leveduras que demonstrem capacidades
adaptativas a ambientes desfavoraveis, nomeadamente as aguas rucas;

4 — Seleccionar os isolados mais abundantes para utilizacdo em testes de

degradacdo de compostos fendlicos e tratamento de aguas rucas.

2. Material e Metodologia

2.1. Obtencéo dos isolados

As colonias de leveduras foram isoladas e purificadas a partir das amostras
resultantes das contagens de UFC usadas no capitulo anterior. A partir das placas de
YMagar resultantes das incuba¢gBes das amostras das aguas de lavagem, aguas da
centrifuga vertical e aguas rucas, as trés temperaturas de incubacédo (20 °C, 25 °C e
30 °C), durante as duas campanhas de extraccado estudadas (ver capitulo trés),
repicaram-se para novas placas de YMagar (Difco) as colonias cuja morfologia
aparentava serem de leveduras. O meio de cultura foi preparado de acordo com as
indicacfes do fabricante. Apés um periodo de incubacéo a 25°C durante 48h, a pureza
da col6nia, e o tipo de microrganismo presente foi confirmado por microscopia
fotonica.

Os isolados de leveduras obtidos foram mantidos a temperatura ambiente e a
4°C em culturas puras com YMagar, sendo repicados regularmente. Apoés verificagdo
microscopica da pureza da cultura, uma amostra de cada isolado foi ultra-congelada a

-80°C, em caldo de YM suplementado com 30% (v/v) de glicerol.

2.2. Extraccédo de DNA
Procedeu-se a extraccdo de DNA gendmico dos isolados de leveduras. Como
para PCR fingerprinting ndo séo necessarias grandes quantidades de DNA, utilizou-se

um método de mini-preparacdo de acordo com Lee, citado em Thanos et al (1996),
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com ligeiras alteracdes: culturas puras e jovens dos isolados em YMagar foram
inoculadas em 20 mL de YPD (20 g glicose por litro, 10 g de extracto de levedura por
litro, 10 g de peptona por litro), e incubadas durante a noite a 37°C com agitacdo. As
células foram centrifugadas a temperatura ambiente a 5000 rpm por 5 minutos e, apés
eliminacdo do sobrenadante, ressuspensas em 1 mL de soluc¢do de Sorbitol 0,9M (pH
7,5 com Na,EDTA 0,1M) com 10 pL de solucéo de Liticase 1mg/mL (Sigma). A mistura
foi incubada a 37°C durante 1 hora e centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos,
eliminando-se o sobrenadante. Os esferoblastos foram ressuspensos em 1 mL de
solucéo de Tris-HCL 50mM (pH 7,4 com Na,EDTA 20mM), a qual se adicionou 50 pL
de solucdo a 10% (v/v) de Sodio Dodecil Sulfato (SDS) e incubados a 65°C durante 30
minutos. Apos a adicdo de 250 puL de solucédo de acetato de potassio 5M, os lisatos
foram colocados no gelo durante 1 hora, sendo depois centrifugados a 10000 rpm
durante 10 minutos. Do sobrenadante anterior, 750 uL foram adicionados e misturados
com um volume igual de isopropanol (previamente arrefecido a -20°C), apés o que se
procedeu a uma centrifugacdo a temperatura ambiente, a 5000 rpm durante 15
minutos. O pellet resultante da centrifugacdo foi lavado duas vezes com 1 mL de
solucdo de etanol a 70% (v/v) e uma vez com solucdo de etanol a 95% (v/v). Os pellet
foram secos a temperatura ambiente e ressuspensos em 200 pL de TE (pH 7,4). Esta
suspensdo foi centrifugada novamente a 10000 rpm durante 15 minutos, e o
sobrenadante transferido para um novo tubo eppendorf ao qual se adicionou 10 pL de
solucdo de RNase (ribonuclease) 1mg/mL (Sigma). Apos incubacdo a 37°C por 30

minutos, os eppendorf foram armazenados a 4°C.

2.3. Tipagem molecular por PCR

Para o PCR fingerprinting, foi usado um oligonucleétido — T3B (5-AGG TCG
CGG GTT CGA ATC C-3') — especifico para a regido conservada dos genes do RNAt,
amplificando as regifes polimdrficas intergénicas (McClelland et al., 1992), que serviu
como primer unico. As reacgbes de amplificagcdo foram efectuadas em tubos
eppendorf previamente esterilizados, com um volume final de 25 uL, contendo tampé&o
de amplifica¢éo, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada um dos 4 desoxirribonucleétidos
(dTTP, dCTP, dGTP, dATP), 25 pmol de T3B, e 1 U de Taq DNA polimerase. As
amostras de DNA gendmico foram previamente diluidas 10x com &gua esterilizada, e
1 uL de cada amostra foi adicionado a 24 uL de solucdo de amplificacdo. A reaccéo
em cadeia da polimerase foi efectuada num termociclador Perkin-Elmer (9600),
usando o0 seguinte programa: desnaturagdo inicial a 95°C durante 10 minutos,

desnaturagdo a 95°C durante 30 segundos, emparelhamento a 52°C durante 30
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segundos, e extensdo a 72°C durante 1 minuto. O ndmero de ciclos de amplificacao foi
34, seguidos de um ciclo de extensado final a 72°C durante 8 minutos. No final da
reaccdo, as amostras foram mantidas a 4°C. Para obtencdo do perfil, os produtos de
amplificacdo foram sujeitos a electroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v) em tampao
TBE 0,5%, a uma voltagem de 3V/cm. Os géis foram corados com brometo de etidio, e

fotografados num transiluminador Vilber-Lourmat (VL) para posterior analise.

2.4. Sequenciacéo daregido D1/D2 da subunidade 26S do DNAr

Para a sequenciacdo desta regido do genoma realizou-se um “nested PCR”.
Amplificou-se o DNA utilizando os primers NS7 (5" — GAG GCA ATA ACA GGT ATG
TGATGC-3) e LR6 (5 —CGC CAG TTC TGC TTA CC — 3). Para estas reaccOes de
PCR, 1 yL de DNA foi adicionado a 24 pyL de solucdo de amplificacdo contendo
tampéo de amplificacdo 10x concentrado, MgCl, 25 mM, 12,5 uM de cada um dos
primers NS7 e LR6, 0,25 mM de cada um dos desoxiribonucleétidos (dTTP, dCTP,
dGTP, dATP), e 1U de Taq DNA polimerase. As reac¢des de amplificacdo foram feitas
num termociclador Perkin-Elmer (9600) usando o seguinte programa: desnaturagado
inicial durante 10 minutos a 94°C; desnaturacdo durante 30 segundos a 94°C,
emparelhamento durante 30 segundos a 55°C, e extensédo durante 1 minuto a 72°C. O
namero de ciclos de amplificacdo foi 30, seguidos de um ciclo final de extenséo
durante 10 minutos a 72°C. No final da reac¢do, as amostras foram mantidas a 4°C.
Para certificar a amplificacdo da regido correcta do DNA, os produtos destas reacc¢des
foram sujeitos a electroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em tampédo TAE 1x
durante 60 minutos a velocidade de 3V/cm. Os géis foram corados com brometo de
etidio, e fotografados num transiluminador Vilber-Lourmat (VL). As amostras que
apresentaram apenas uma banda, com peso aproximado de 600 a 650 bp, foram
purificadas em colunas GenElute™ PCR Clean-Up Kit da Sigma, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras purificadas foram sequenciadas usando os
primers forward F63 (5" — GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG — 3') e reverse
LR3 (5 — GGT CCG TGT TTC AAG ACG G — 3'). As reaccdes de sequenciacado foram
feitas adicionando 2 pL dos produtos do PCR purificados a 2 yL de BigDyeTerminator
Ready Reaction Mix e 1,5 pL de cada primer (2,5 pM). Apés uma rapida agitacao, as
amostras foram amplificadas usando o seguinte programa: desnaturacdo inicial
durante 10 minutos a 96°C, desnaturacdo durante 10 segundos a 96°C,
emparelhamentos durante 20 segundos a 55°C, e extensao durante 4 minutos a 60°C.
O numero de ciclos de amplificagédo foi 35, seguidos de um ciclo final de extens&o
durante 10 minutos a 60°C. No final da reaccdo, as amostras foram purificadas para

retirar os dNTPs n&o incorporados durante as reac¢des. Para a purificacdo usaram-se
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colunas AutoSeq G-50 (Amersham Biosciences) e as amostras foram sequenciadas
num ABI 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), usando protocolos

estandardizados.

2.5. Anélises numéricas

Os perfis de genotipagem por PCR foram analisados utilizando o Software
BiolD++ da Vilber Lourmat. Todas as bandas visiveis foram incluidas na analise
independentemente da intensidade da banda. As bandas difusas, mesmo quando
consistentemente reprodutiveis em amplificacbes mdltiplas, ndo foram incluidas na
andlise.

Os coeficientes de semelhanca entre as estirpes em estudo foram calculados
utilizando um coeficiente de associacdo, o algoritmo de Dice. Os coeficientes de
associacdo, também designados por coeficientes de semelhanca ou de afinidade
medem a concordancia entre pares de objectos, neste caso pares de estirpes em
relacdo a determinadas caracteristicas. Com este coeficiente ndo € tido em
consideragdo o numero de bandas com auséncia nas duas estirpes e tém também
mais peso as presengas simultaneas do que as presencas desencontradas (Sneath e
Sokal, 1973). A aplicacé@o do coeficiente de Dice a matriz original resultou na obtenc&o
de uma matriz de semelhanca entre estirpes.

A andlise dos agrupamentos foi efectuada por um método de agregacéo, tipo
sequencial, aglomerativo, hierarquico e de nado sobreposicdo, designado por
“unweighted pair group method for arithmetic averages” (UPGMA) onde cada
combinacédo é efectuada usando as médias aritméticas das semelhancas entre cada
um dos objectos intervenientes (Sneath e Sokal, 1973). A aplicacdo do método
UPGMA a matriz de semelhancas permitiu a representacao dos resultados obtidos sob
a forma de dendrogramas, isto €, sob a forma de uma estrutura ramificada, onde os
varios niveis a que se unem os diferentes ramos estédo relacionados com os valores
das medidas de semelhanca em que se baseou o método de agregacgdo utilizado.
Para cada dendrograma foi sempre calculado o coeficiente de correlagdo cofenética
entre a matriz de valores cofenéticos (implicita no dendrograma) e a matriz de
semelhanca. Este coeficiente de correlagdo cofenética, exprimindo o grau de
concordancia entre estas duas matrizes, permitiu ajuizar o grau de distorgéo
introduzido com este método.

As sequéncias nucleotidicas da regido D1/D2 obtidas foram corrigidas
visualmente usando o software (freeware) Chromas versdo 2.23 da Technelysium, e

alinhadas por processo de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
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nucleotide/nucleotide do GeneBank disponivel no “site” do NCBI (National Center for

Biotechnology Information) (http://www.ncbi. nim.nih.gov).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Diversidade das leveduras nas aguas residuais do lagar de azeite

A andlise dos perfis electroforéticos obtidos para cada isolado permitiu avaliar a
diversidade na populacdo de leveduras em cada ponto de amostragem. Apresentam-
se os perfis obtidos para os isolados de leveduras recolhidos em todas as datas de
amostragem, e nas duas campanhas de extraccdo, fazendo-se a analise das relacdes
de proximidade entre isolados, com base nos dendrogramas resultantes da aplicacéo
do coeficiente de DICE e aglomeracao por UPGMA. Da analise das relagdes, infere-se
sobre a diversidade especifica caracteristica de cada ponto de amostragem. Esta
andlise pretendeu, apenas, reflectir a diversidade, e ndo a abundancia, com que
surgem as espécies nos distintos pontos de amostragem. Os perfis electroforéticos
encontrados mostraram ser diversificados, mas alguns repetem-se com similaridades
muito altas entre diferentes isolados. Por essa razdo, escolheram-se em cada ponto
de amostragem os perfis, que se designaram representativos, e que apresentaram
similaridades elevadas entre isolados (>50%). Esta similaridade serviu para
estabelecer agrupamentos de isolados. Nesses agrupamentos seleccionaram-se para
apreciacdo global os que apresentaram perfis semelhantes em pelo menos trés

isolados.

3.1.1. Agua de Lavagem

Neste ponto de amostragem foram obtidos 156 isolados de leveduras, 58
resultantes das amostras da campanha de 2003/2004 e os restantes (99), da
campanha seguinte.

Quanto a temperatura de incubacdo a partir da qual se isolaram estas
amostras, verificou-se que na campanha de 2003/2004 se obtiveram 21 isolados
resultantes da incubacdo a 30°C, 21 isolados a 25°C e 16 isolados resultantes da
incubacao a 20°C. Quanto a campanha seguinte obtiveram-se 44 isolados incubados a
30°C, 25 isolados incubados a 25°C e 30 isolados incubados a 20°C.

Os fingerprints dos isolados, obtidos apds amplificagdo com o primer T3B,
revelaram uma elevada diversidade de leveduras, com perfis distintos. A Figura 4.1
apresenta o dendrograma que resultou do agrupamento das amostras de 2003/2004 e
o da Figura 4.2 corresponde & analise dos perfis obtidos com as leveduras isoladas
em 2004/2005.
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Foi possivel distinguir 26 perfis electroforéticos diferentes em ambos os
dendrogramas, considerando uma similaridade de 65%, para delimitar o agrupamento
de individuos da mesma espécie.

A andlise dos dendrogramas das figuras 4.1 e 4.2 permitiu verificar que a
temperatura de incubagcdo nao pareceu afectar a diversidade em espécies que foi
encontrada, uma vez que a aglomeragao ocorreu, em VAarios casos, juntando isolados
com perfis semelhantes, mas incubados a temperaturas distintas. Por outro lado,
também se verificou que a data de amostragem néao influenciou as espécies presentes
nas amostras de agua de lavagem, pois também amostras de datas diferentes se
aglomeraram nos mesmos grupos, apresentando perfis semelhantes.

Os resultados revelaram um maior nimero de perfis electroforéticos diferentes
nas amostras incubadas a temperaturas mais elevadas. A diversidade especifica
diminuiu com a diminuicdo da temperatura de incubacdo. O dendrograma da Figura
4.1 apresenta trés ramos e dois isolados sem qualquer relagcdo com os demais. O
primeiro ramo agrupa apenas 3 isolados (221, 185 e 212). Em comum, partilham o
facto de terem sido isolados a partir de amostras da segunda data de amostragem
(AL2).

O segundo ramo, maior, aglomera os restantes, menos os isolados 29 e 180
que constituem os isolados agrupados no terceiro ramo.

Os isolados 177 e 192, obtidos a partir de incubacdes a 30°C, ndo partilham
qualquer caracteristica comum nos perfis electroforéticos, o que o0s coloca
completamente separados no dendrograma. No entanto, quando se analisa os seus
perfis em conjunto com as restantes amostras, verificou-se que apresentaram alguma
similaridade com outros isolados, obtidos na AL, DEC e AR das duas campanhas de
extraccao.

O dendrograma da Figura 4.2 revela quatro isolados sem qualquer relacdo com
0s demais e entre si (isolados 696, 702, 704 e 705). Estes isolados foram obtidos a
temperatura de incubagdo de 20°C, o que podera ser o factor responsavel por esta
separacdo, podendo estas serem espécies com afinidade psicrofila.

As restantes leveduras isoladas na campanha de 2004/2005 e neste ponto de
amostragem agrupam todas num mesmo ramo. Estas apresentam algumas
similaridades entre si, pois a separagdo em dois grupos ocorre com 30% de
semelhanca. Relativamente & campanha anterior, onde o ndmero de isolados foi
inferior, ndo parece ter aumentado a diversidade, uma vez que com a mesma
similaridade considerada para a campanha de 2003/2004, se identificou o0 mesmo

numero de perfis.
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Figura 4.1. Dendrograma representando a semelhanca entre os isolados das &aguas de
lavagem respeitantes a campanha de 2003/2004, com base nos perfis electroforéticos obtidos

com o primer T3B, usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA

Os perfis representativos estdo englobados em trés grupos nas amostras de

g 2003/2004 (GRUPO I, GRUPO II, GRUPO IIl) e quatro grupos nas amostras de
)<> 2004/2005 (GRUPO 1V, GRUPO V, GRUPO VI e GRUPO VIl) assinalados nos
. dendrogramas das figuras 4.1 e 4.2.
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Figura 4.2. Dendrograma representando a semelhan¢a entre os isolados das aguas de
lavagem respeitantes a campanha de 2004/2005, com base nos perfis electroforéticos obtidos

com o primer T3B usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA.
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Para a andlise global dos isolados de todos os pontos de amostragem, foram
seleccionados dentro dos grupos referidos anteriormente, apenas um perfil das
amostras cuja similaridade foi superior a 80%, e as restantes dentro do mesmo grupo.
Por surgirem apenas uma vez, e terem apresentado menos de 50% de similaridade
com os restantes isolados, os perfis que ndo se encontram englobados em nenhum
grupo nao foram considerados para a analise global. Este procedimento foi adoptado

para os restantes pontos de amostragem nas duas campanhas de extrac¢ao.

3.1.2. Centrifuga Vertical

Neste ponto de amostragem, o numero de isolados obtido diminuiu
significativamente em relacdo aos obtidos para as aguas de lavagem. No conjunto das
duas campanhas, obtiveram-se 34 isolados, dos quais 21 referentes a 2003/2004, e os
restantes 13 referentes a campanha de 2004/2005.

E notdria a diminuicdo da diversidade uma vez que as amostras foram isoladas
com base nas diferengcas morfolégicas encontradas nas coldnias. Este resultado era
esperado, pois as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas por estas aguas
residuais sdo menos favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos. Este
resultado corrobora, ainda, a diminuicdo das contagens de UFC efectuadas neste
ponto de amostragem (ver Capitulo trés, Tabelas 3.1 e 3.2.).

Na Figura 4.3 estd representado o resultado da aglomeragdo hierarquica
baseado no coeficiente de similaridade de DICE, das amostras obtidas na primeira
campanha de extracgéo.

A semelhanca do ocorrido com as amostras das aguas de lavagem, o nimero
de isolados obtidos a 30°C foi superior ao das outras duas temperaturas de incubacao.
No entanto, quando se analisou o dendrograma (Figura 4.3), j& ndo foi identificavel
uma separacao visivel entre estas amostras, e 0s isolados de diferentes temperaturas
aglomeraram no mesmo grupo. Usando os critérios definido atras e considerando uma
similaridade entre perfis electroforéticos de 65%, foi possivel distinguir nove tipos de
perfil. Amostras com similaridade de 50% foram agrupadas nos conjuntos assinalados
no dendrograma da Figura 4.3 (GRUPO VIIl, GRUPO IX, GRUPO X e GRUPO Xl). A
escolha de perfis representativos deste ponto de amostragem, nesta campanha, foi
dificultada pelo ndmero de isolados ter sido mais baixo. Dos grupos referidos,
seleccionaram-se para analise comparativa com 0s outros pontos de amostragem 0s
isolados que com numero minimo de trés, apresentaram elevada similaridade (>65%).

A analise do dendrograma permitiu, ainda, observar dois grandes ramos que
nao apresentam similaridade entre si. O primeiro, mais pequeno (com 0s isolados 63,

68, 60, 356 e 357), apresentou todas as amostras resultantes de incubacdes a 25 e
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30°C, sendo que os isolados obtidos a 20°C surgiram todos no grupo maior. Ainda
relativamente a este grupo, € de salientar que os isolados apresentaram afinidade
apenas com amostras das aguas de lavagem, ao contrario do que sucede com 0s
outros isolados, que surgem em grupos com relacbes de similaridade ndo s6 com
isolados obtidos a partir de aguas de lavagem, mas também com amostras obtidas

das &guas rugas.

GRUPO VIII|:
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Figura 4.3. Dendrograma representando a semelhanca entre os isolados das &aguas da
centrifuga vertical respeitantes a campanha de 2003/2004, com base nos perfis electroforéticos

obtidos com o primer T3B usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA.

Das amostras obtidas na campanha de 2004/2005, ndo se isolaram leveduras
a partir de colénias incubadas a 20°C. J4 na campanha anterior, 0 menor nimero de
amostras foi obtida a 20°C (apenas 3 isolados) facto que podera ter sido consequéncia
das temperaturas médias a que se encontravam as aguas residuais neste ponto de
amostragem, que foram elevadas (Tabela 2.1, capitulo dois).

O dendrograma relativo as amostras de 2004/2005 (Figura 4.4), mostra um
isolado (929) que ndo apresenta qualquer similaridade com os demais.

Os restantes isolados no DEC formam dois grandes grupos, que com 65% de
similaridade, apresentam oito perfis electroforéticos distintos. O perfil electroforético de
alguns destes isolados pode ser encontrado com elevada similaridade em isolados de
amostras de aguas de lavagem, e das aguas rucas (Figura 4.7, grupo D).

Desta campanha, e dada a elevada similaridade apresentada pelos perfis, bem

como pelo reduzido numero de isolados obtidos, seleccionou-se para analise global

o
o
o
N
@]
o
om
-
'_
-
O



m
O
<
>

avin

&

CAPITULO 4
Caracterizagdo do grupo de leveduras das aguas residuais do lagar continuo

dos isolados dois perfis do GRUPO XIl, trés perfis do GRUPO XIII e apenas um perfil
do GRUPO XIV.

_ 100% 90% 80% 70% 60% *% 40% 30% 20% 10% 0%

GRUPO Xl B
L
GRUPO Xll I
L
GRUPO XIV| |

Figura 4.4. Dendrograma representando a semelhanca entre os isolados das aguas da
centrifuga vertical respeitantes a campanha de 2004/2005, com base nos perfis electroforéticos

obtidos com o primer T3B usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA.

3.1.3. Aguas Rucgas

Neste ponto de amostragem, obtiveram-se, apds selec¢do e purificagdo das
culturas, 40 isolados. Destes, 10 sao relativos a amostras recolhidas na campanha
2003/2004, e os restantes 30 obtidos de colénias isoladas em 2004/2005. Mais uma
vez, e a semelhanca do sucedido com amostras da centrifuga vertical, obtiveram-se
poucos isolados a 20°C (apenas na segunda campanha) e a 30°C, sendo superior o
namero de leveduras obtidas a partir de incubacdes a 25°C. E de salientar que o
namero de isolados obtidos em 2004/2005, a 25°C, superou largamente os que se
obtiveram em 2003/2004. A inexisténcia de isolados incubados a 20°C prender-se-a,
mais uma vez, com as temperaturas mais elevadas que se registaram na bacia onde
se recolheram as amostras.

De um modo geral, em 2003/2004 o numero de leveduras foi baixo. Ndo se
obtiveram amostras no inicio da campanha (Dezembro de 2003). Provavelmente as
condi¢cBes nas aguas rucas ainda ndo estavam estabilizadas, e o microbiota nado tinha
passado por um periodo de adaptacao. A Figura 4.5 mostra os perfis electroforéticos
obtidos com o primer T3B a partir das amostras da primeira campanha de extraccao
bem como o resultado da sua analise ap6s agrupamento por UPGMA, usando o

coeficiente de Dice.
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Pela andlise do dendrograma verifica-se que apenas um isolado se encontra
mais afastado, sendo que os restantes nove se agrupam noutro ramo. Mais uma vez,
as temperaturas de incubacdo ndo pareceram reflectir-se no processo de aglomeracao
pois os perfis electroforéticos dos isolados as duas temperaturas aglomeraram em

conjunto.

100% 90% 80% 70% 60% *% 40% 30% 20% 10% 0%

GRUPC XV

GRUPC XVI

Figura 4.5. Dendrograma representando a semelhanca entre os isolados das aguas rucas
respeitantes a campanha de 2003/2004, com base nos perfis electroforéticos obtidos com o

primer T3B usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA.

Procedendo de forma idéntica a dos pontos de amostragem anteriores, destes
dez isolados, obtém-se sete perfis electroforéticos cuja similaridade é de 65%.

Na campanha seguinte, obtiveram-se 30 isolados de leveduras, dos quais oito
a 30°C, dezoito isolados a 25°C e apenas quatro a 20°C.

A Figura 4.6 apresenta os perfis electroforéticos obtidos na campanha de
2004/2005 organizados de acordo com o processo de aglomeracdo efectuado. A
analise desses perfis mostra que a variabilidade especifica entre as leveduras isoladas
neste ambiente é grande, mesmo quando as condic@es fisico-quimicas sao pouco
favoraveis, como é o caso deste ponto de amostragem.

Dois isolados surgem sem apresentar qualquer relagéo de similaridade com os
demais. Ambos foram obtidos a partir de amostras incubadas a 20°C, e esta razéo,
mais uma vez, poderd justificar o facto de se encontrarem separados dos restantes.

Quanto as restantes amostras, verifica-se que quase todas formam um grupo
de grandes dimensdes e com relagdes mais ou menos proximas entre si. Dois isolados
formam outro ramo mais distante (isolados 758 e 759). Estes dois isolados néo foram
considerados para a analise global comparativa entre os diferentes pontos de
amostragem, pois ndo cumpriam os critérios que se adoptaram para seleccionar perfis

representativos (50% similaridade, e trés isolados, simultaneamente). Verificou-se, no
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entanto, que apdés identificacdo por sequenciacdo, a espécie a que pertencem
(Zygosaccharomyces fermentatii) surge também em amostras da centrifuga vertical.

A aglomeracéo dos isolados ndo parece estar relacionada nem com a data de
amostragem, nem com a temperatura de incubac¢do das amostras, pois 0s isolados

surgem a formar grupos onde se juntam datas e temperaturas de incubacéo distintas.

100% 0% 80% TO% BO% S)% 0% 30% 0% 0% 0%

GRUPO XVII

GRUPO XVIIl

GRUPO XIX

GRUPO XX

Figura 4.6. Dendrograma representando a semelhanga entre os isolados das &guas rucas
respeitantes a campanha de 2004/2005, com base nos perfis electroforéticos obtidos com o
primer T3B usando o coeficiente de Dice e agrupamento por UPGMA.

Quanto a diversidade de espécies, considerando uma similaridade de 65%, dos
29 isolados obtém-se doze perfis electroforéticos diferentes.

Consideraram-se como perfis representativos deste ponto de amostragem e
nesta campanha de extrac¢do, quatro grupos. Do GRUPO XVII seleccionou-se um
perfil, do GRUPO XVIII consideraram-se os trés perfis dada a menor similaridade, do
GRUPO XIX seleccionaram-se sete perfis, e do GRUPO XX optou-se por seleccionar

apenas um perfil.

3.2. Identificacdo dos isolados
Um dos objectivos propostos para este capitulo foi a identificacdo de isolados

de leveduras adaptados as condicdes fisico-quimicas deste efluente, para utilizagao
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posterior em pré-tratamentos ou tratamentos biolégicos do mesmo com o objectivo de
remover ou diminuir compostos recalcitrantes aos tratamentos convencionais,
nomeadamente os compostos fendlicos e gorduras.

Sendo as aguas rugas, o ultimo efluente a ser gerado nos locais de extracgdo
do azeite, e onde prevalecerdo caracteristicas fisico-quimicas menos favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, como ja foi discutido no capitulo 2, os isolados
que se obtiveram a partir deste ponto de amostragem, deverao ter sido capazes de
adaptar o seu metabolismo de forma a permitir o seu crescimento.

Foram 40 os isolados obtidos neste ponto de amostragem durante as duas
campanhas de extraccdo estudadas. Destes, foi significativamente superior o nimero
de amostras obtidas a 25°C, sendo menor o nimero de amostras resultantes de
incubacdes a 30°C e marcadamente diminuto 0 nimero de amostras obtidas a partir
de incubages a 20°C. Procedeu-se a extraccdo do DNA nuclear de todas as amostras
das aguas rugas (para obtencdo do perfil electroforético, j4 apresentado), seguida de
sequenciacdo da regido D1/D2 do DNAr 26S, para analisar, usando sequéncias ja
conhecidas e disponiveis em bases de dados, para a identificacdo inequivoca da
espécie.

A Tabela 4.1 mostra o resultado do processo de BLAST nucleotide/nucleotide
efectuado na base de dados do GeneBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov), com as
sequéncias obtidas dos isolados das aguas rucas.

Como resultado da analise global dos perfis electroforéticos dos isolados
obtidos nas duas campanhas de extracc¢ao, verificou-se que alguns isolados obtidos
de amostras da AL e do DEC apresentaram perfis com similaridade elevada, e outros
até idénticos a amostras da AR. Assim procedeu-se também a identificacdo por
sequenciacao desses isolados.

A sua analise permite retirar diversas inferéncias com significado ecol6gico
relevante. Apesar de ter sido possivel obter numerosos perfis electroforéticos
(dezanove perfis, no conjunto das duas campanhas oleicolas), que apresentaram
similaridades maiores ou menores entre si, mas que faziam prever uma elevada
diversidade em espécies de leveduras, verificou-se que o nimero de géneros foi,
comparativamente com os perfis, reduzido. Identificaram-se espécies dos géneros
Acremonium, Candida, Geotrichum, Metschnikowia, Pichia, Saccharomyces e
Zygosaccharomyces.

As espécies predominantes nas aguas rugas, com frequéncias maiores, foram
a Candida pomicola e Candida oleophila. Seguem ainda espécies de Pichia
galeiformis e P. japonica, Candida boidinii, Geotrichum silvicola, Metschnikowia
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pulcherrima, Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus e Zygosaccharomyces

fermentatii.

Tabela 4.1. Identificagdo dos isolados das aguas rucas e dos seleccionados das aguas de

lavagem e centrifuga vertical, por sequenciacéo da regidao D1/D2 do DNAr 26S.

Ponto/Data de amostragem - Identificagéo Ne de Frequéncia
Temperatura de incubacéo Ocorréncias (%)
AR2.30; AR3.25 Pichia galeiformis/membranifaciens 2 9,6
AR2.25;AR5.25; AR6.25 Candida pomicola/ishiwadae 6 28,6
AR3.25 Zygosaccharomyces fermentatii 1 4,7
AR5.30 Candida sp./Pichia kluyveri 1 4,7
AR5.30 Pichia japonica/Candida pataniensis 2 9,6
AR5.25 Candida boidinii 1 4,7
AR5.25 Saccharomyces paradoxus 1 4,7
AR5.20 Saccharomyces cerevisiae 1 4,7
ARG6.25 Candida oleophila 4 19,2
ARG6.25 Geotrichum silvicola 1 4,7
AR6.20 Metshnikowia pulcherrima 1 4,7
Total 21 100
AL2.20; AL6.30; AL6.25; AL6.20; DEC2.25 Candida oleophila 7 41,2
AL2.30; AL4.25; AL4.20 Metschnikowia aff fructicola 4 23,5
AL5.30 Acremonium strictum 1 59
AL4.30 Metschnikowia chrysoperlae 1 59
AL4.30 Metschnikowia pulcherrima 1 5,9
AL6.25 Pichia fermentans 1 59
AL4.20 Saccharomyces cerevisiae 1 59
DEC2.20 Zygossaccharomyces fermentatii 1 5,9
Total 17 100

No ponto de amostragem aguas de lavagem (AL) e centrifuga vertical (DEC), a
espécie predominante é a Candida oleophila (frequéncia = 41,2%), correspondendo a
guase metade das leveduras identificadas. ldentificaram-se, ainda, espécies de
Acremonium  strictum, Saccharomyces cerevisiae, Pichia fermentans e
Zygosaccharomyces fermentatii. Obtiveram-se seis isolados do género Metschnikowia,
distribuidos pelas espécies M aff fructicola, M. chrysoperlae e M. pulcherrima.

Nos ambientes menos poluidos, particularmente nas aguas de lavagem,
parecem estar mais associadas espécies de Metschnikowia. Salienta-se o numero
maior de isolados de M. aff fructicola que serd provavelmente uma levedura epifitica
das azeitonas, pois tendo surgido em varios isolados de aguas de lavagem, nao foi

identificada nem em amostras provenientes do DEC, nem provenientes das AR.

m . . . . .
o Os isolados de C. oleophila reflectem uma capacidade adaptativa muito
< : . . . : ~
> importante nesta espécie. A sua presenca verificou-se em toda a cadeia de producéo
' de azeite e, consequentemente, nas aguas residuais resultantes da actividade no lagar
c . . . Y . ’ .
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nas aguas rucas, onde o numero global de isolados foi baixo, obtiveram-se quatro
isolados com classificacdo coincidente nesta espécie. Apesar do numero de isolados
de C. pomicola ter sido superior ao de C.oleophila, nas amostras de agua ruga, ndo se
identificaram isolados pertencentes a espécie C.pomicola em amostras provenientes
das aguas de lavagem ou das aguas da centrifuga vertical. Julga-se entdo, que estes
isolados estardo presentes no ambiente das instalacGes da industria de extrac¢édo de
azeite analisada.

O grupo de isolados, que foi identificado como pertencente ao género Pichia,
também parece estar bem adaptado as condic¢des fisico-quimicas caracteristicas das
aguas residuais dos lagares de azeite. Foram identificados individuos deste género
nas aguas rucas e nas aguas de lavagem. Como o numero de isolados foi superior
nas aguas rugas, poderdo tratar-se, & semelhanca dos isolados de C. oleophila e C.

pomicola, de espécies com uma maior capacidade adaptativa.

3.3. Andlise de todos os isolados de leveduras obtidas nas campanhas de
extraccgao

No final das duas campanhas de extraccdo, e considerando as condicbes
experimentais referidas na Metodologia, obtiveram-se, a partir dos isolamentos
efectuados, 229 isolados de leveduras. Destes isolados, ap6s amplificagdo com o
primer T3B registaram-se 213 perfis electroforéticos. A aglomeracdo de tdo elevado
namero de perfis revelar-se-ia muito dificil e com probabilidade de ensombrar alguns
resultados importantes. Por essa raz&o, optou-se por fazer a andlise de todas as
amostras de forma separada em cada ponto de amostragem, como foi apresentado
anteriormente.

Para a analise global da diversidade de leveduras no lagar, e porque nao foi
analisada a abundéancia de cada isolado em particular, estipulou-se analisar os perfis
gque se definiram como significativos, de acordo com os critérios que ja foram referidos
anteriormente.

Com base nos mesmos critérios, definiram-se vinte grupos, e destes
seleccionaram-se 65 perfis, que correspondem a 121 isolados de leveduras.
Analisaram-se 0s mesmos, recorrendo mais uma vez ao coeficiente de DICE e
aglomeragéo por UPGMA. Conseguiu-se desta forma reduzir para cerca de 30% o
numero inicial de perfis a analisar sem perder a variabilidade que foi registada. O

dendrograma resultante desta andlise encontra-se representado na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Dendrograma de agrupamento dos perfis representativos das leveduras isoladas

m

2 nos trés pontos de amostragem (AL, DEC, AR) nas duas campanhas de extracc¢édo (2003/2004;
> 2004/2005), obtido a partir da analise de semelhanca de perfis pelo coeficiente de DICE e
' aglomeracao hierarquica pelo algoritmo UPGMA.
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Os perfis representativos do ponto de amaostragem AL contribuem em 75% do
total de perfis analisados. Quase em simultaneo, surgem os perfis seleccionados a
partir das amostras do DEC e AR, que representam respectivamente, 10,7% e 15%
dos perfis analisados neste dendrograma. Estas percentagens estdo de acordo com o
esperado, pois revelam ndo s6 a diminuicdo da dimensdo das populacBes de
leveduras, bem como a diminuicdo da sua diversidade. As condic¢des fisico-quimicas
nos dois ambientes com menor nimero de espécies e isolados, sdo bem diferentes
das encontradas no ambiente AL. Estes factos foram ja explorados no capitulo 2.
Apesar de ndo ter sido possivel obter correlacées com significancia estatistica entre a
abundancia dos grupos microbianos, e algum ou alguns parametros fisico-quimicos
analisados, ficou claro que as comunidades microbianas, e em particular as de
leveduras, s@o capazes de se adaptar a habitats com condig¢fes fisico-quimicas bem
diferentes.

Estas adaptacbes poderdo ocorrer dentro da mesma espécie, quando se
consiga obter isolados idénticos nos trés pontos de amostragem, ou podem ocorrer
por sucessdes ecoldgicas, em que espécies menos resistentes surgem nos ambientes
mais favoraveis, surgindo depois outras espécies, quando as condigBes ambientais se
alteram para menos favoraveis.

Considerando o modo como se processa a extrac¢ao do azeite (ver Capitulo 1)
as espécies encontradas nas aguas de lavagem corresponderdo, essencialmente, a
leveduras epifiticas do fruto, bem como leveduras frequentemente encontradas no ar
ou ambientes aquaticos. Ja as encontradas na centrifuga ou aguas rucas poderado ser
originarias das anteriores, que se adaptaram, ou terem como origem a maquinaria
utilizada para a extracgao.

No sentido de pesquisar a existéncia de relacdes do tipo indicado nos
paragrafos anteriores, pesquisou-se se haveria relacdo entre os perfis e os pontos de
amostragem, as campanhas de extraccdo ou as temperaturas de incubacdo de onde
foram obtidos.

O dendrograma da Figura 4.7 apresenta a complexidade que resultou da
elevada variabilidade de espécies encontrada entre os isolados de leveduras
estudadas. Esta variabilidade tinha ficado patente quando se analisaram o0s
dendrogramas de cada ponto de amostragem, em cada campanha de extraccéo.

De forma semelhante ao ja efectuado com os perfis dos isolados em cada
ponto de amostragem, os perfis representativos foram agrupados considerando uma
proximidade de 50% entre os perfis em analise. Os perfis representativos aglomeram

formando dois ramos, separando o agrupamento A dos restantes agrupamentos.
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Neste GRUPO A, ndo se encontram perfis obtidos em amostras de aguas
rucas. O segundo conjunto de perfis deste grupo associou amostras das aguas de
lavagem que se repetiram em ambas as campanhas de extracgdo. Sequenciou-se um
isolado pertencente a este grupo, tendo-se obtido, como resultado mais proximo na
base de dados do GenBank, um fungo ndo cultivado (uncultured fungus). Estes
isolados, que se encontram jA em processo extensivo de identificacdo, recorrendo a
outros marcadores genéticos e testes morfoldgicos, foram os que apresentaram menor
similaridade com os restantes. Pode-se especular que serdo caracteristicos de zonas
de olival, uma vez que surgem apenas has aguas de lavagem, indicando que
poderiam estar presentes na superficie dos frutos, nas folhas da oliveira, ou ainda no
solo do olival, fazendo parte integrante das poeiras que se removem da azeitona
quando sdo lavadas. Por outro lado, houve isolamento de amostras em duas
campanhas oleicolas consecutivas. Como nao ocorreram perfis semelhantes nas
aguas rugas, mas apenas nas amostras da centrifuga vertical, e ainda assim, com
similaridade de 70%, pode pensar-se que esta espécie tera dificuldades de adaptacéo
e manutengdo nas aguas residuais com maior carga poluente, como ocorre nas aguas
rugas.

O outro ramo do dendrograma agrupa os restantes perfis representativos. Na
metade superior deste ramo, onde se estabeleceram os agrupamentos B e C,
encontram-se amostras dos trés pontos de amostragem e das duas campanhas
oleicolas analisadas. Dos isolados que foram identificados pertencentes a estes
grupos encontram-se espeécies de C.oleophila, C.pomicola e C.ishiwadae, Pichia
membranifaciens, P.japonica e P.manshurica, Saccharomyces cerevisiae e
Zygosaccharomyces fermentatii. Estas espécies revelaram capacidade adaptativa aos
trés ambientes em andlise, sendo de referir que os isolados do género Candida (C.
oleophila, C.pomicola, C.ishiwadae) foram encontrados em maior ndmero em
amostras de 4guas de lavagem, enquanto os isolados de Pichia (P.manshurica,
P.galeiformis, P.japonica) bem como as de Zygosaccharomyces fermentatii estdo
exclusivamente presentes em amostras das aguas rucas. O isolado de
Saccharomyces cerevisiae deste grupo surge apenas nas aguas de lavagem.

Na metade inferior do ramo maior do dendrograma estabeleceram-se, pelo
mesmo critério referido anteriormente, dois grupos, GRUPO D e GRUPO E. Também
nestes, os perfis representativos englobam amostras da AL, DEC e AR.

No grupo D e no grupo E o numero de perfis obtidos com amostras das aguas
rugcas aumenta. As espécies identificadas constantes destes grupos pertencem ao
género Candida com representantes das espécies C.oleophila, C.pomicola e

C.ishiwadae. Encontrou-se ainda um isolado de Acremonium strictum, isolados de
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Pichia membranifaciens, e varios isolados do género Metshnikowia que ndo foi
possivel identificar até a espécie.

Apesar de terem surgido, nos grupos B e C, como isolados provenientes de
incubacoes de amostras de AL, os isolados de C. oleophila e C. pomicola identificados
nos agrupamentos D e E apenas foram obtidos em amostras de agua ruca. Este facto
pode mostrar que estas espécies revelaram capacidades adaptativas marcantes e
vantajosas, uma vez que resistiram as condi¢cdes mais desfavoraveis registadas nas
amostras das aguas rucas.

Os isolados de C. oleophila em questdo, e cujos perfis sdo encontrados nos
grupos B e C, obtidos nas amostras de AL, e nas amostras de DEC, e os encontrados
nos grupos D e E, isolados de AR, resultaram na mesma identificacdo relativamente a
espécie, apdés processo de sequenciacdo. No entanto, as amostras tém perfis
electroforéticos com similaridades que justificam a sua colocagdo em grupos
diferentes. Este facto pode sugerir que se trata de individuos pertencentes a estirpes
distintas.

Sdo escassas as publicagbes referentes a identificagdo de leveduras
encontradas em aguas residuais de lagares de azeite. Das referéncias consultadas,
apenas se encontraram caracterizagbes microbiolégicas de efluentes de lagares de
azeite resultantes da investigacdo e publicacdo feitos por Mouncif et al (1993),
Giannoutsou et al (2004), e mais recentemente Sassi et al (2008). Estes autores
procederam a identificacdo de microrganismos que obtiveram a partir de aguas rucas
de lagares de trés fases e efluentes de um lagar de duas fase (ecologico).

O grupo de Mouncif et al. (1993) identificou alguns isolados de leveduras, tendo
encontrado individuos pertencentes aos géneros Pichia e Debaryomyces (os mais
abundantes), Saccharomyces, Candida, Schizosaccharomyces e Rhodotorula. Estas
identificacdes foram realizadas com base apenas em testes fisioldgicos e bioquimicos,
mas as espécies referidas por estes autores foram também identificadas no lagar em
andlise neste trabalho.

Das lamas resultantes da extraccdo em duas fases, Giannoutsou e
colaboradores (2004) procuraram conhecer a diversidade em leveduras, ndo tendo
efectuado estudos para determinar a abundancia dos diferentes grupos do microbiota.
Isolaram 12 leveduras que posteriormente identificaram. A representatividade
associada a este numero tdo pequeno de isolados é uma desvantagem para o estudo.
No entanto, os autores identificaram as leveduras como pertencentes aos géneros
Saccharomyces, Candida e Geotrichum. Mais uma vez, os resultados que se
obtiveram com a analise efectuada aos isolados obtidos no lagar em estudo nesta tese

sdo concordantes com os obtidos pela equipa de Giannoutsou et al (2004).
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Sassi et al (2008) isolou 105 leveduras a partir de lagares de azeite em
Marrocos, tendo identificado, por métodos moleculares, oito dos isolados que
revelaram capacidade de crescer em meio com &gua ruca. Estes pertencem as
espécies Pichia guilliermondii, Candida ernobii, C.diddiensiae e C.holstii. Os géneros
de leveduras a que pertencem estes isolados marroquinos sdo concordantes com 0s
géneros encontrados no lagar que foi analisado neste trabalho.

As publicacdes referidas, corroboram também a conclusdo referida apés
analise do dendrograma da Figura 4.7, de que as leveduras dos géneros Candida e
Pichia podem apresentar melhores capacidades de adaptacdo a ambientes com niveis
altos de compostos fendlicos e acidos gordos volateis.

Os procedimentos normalmente utilizados para a identificacdo de leveduras
baseiam-se nos aspectos morfolégicos distintos apresentados pelas colénias e nas
respostas dessas colonias a uma série de testes de fermentagcdo e assimilacdo de
diversos compostos (normalmente glacidos e compostos azotados). Os resultados sédo
muitas vezes ambiguos devido as pequenas diferencas que podem ocorrer entre
estirpes, levando a identificacdes erroneas. Do mesmo modo, quando o ndmero de
amostras a analisar é elevado, como é o caso deste trabalho, o tempo dispendido,
bem como o material e reagentes utilizados, que séo dispendiosos, podem dificultar a
realizacao dessa tarefa. Assim, o recurso a comparacdes baseadas em caracteristicas
moleculares das amostras foi a op¢éo tomada.

Realizaram-se experiéncias que permitiram a obtencdo de um perfil molecular
do genoma nuclear das amostras isoladas, recorrendo & técnica de tipagem com um
primer Unico — T3B, e ainda se procedeu a sequenciacdo da regido D1/D2 do DNAr
26S em algumas amostras. Esta escolha recaiu sobre as que foram isoladas a partir
de amostras das aguas rucas, pelas razfes ja indicadas atras. Alguns isolados obtidos
nos outros pontos de amostragem estudados, apresentaram perfis electroforéticos
semelhantes as seleccionadas, e por essa razdo foram também sequenciados.

Devido ao numero elevado de amostras que se obtiveram neste trabalho, o
recurso a técnica de tipagem, como forma rapida de rastrear espécies iguais ou
proximas, foi a opcao Obvia. E necessario, de futuro, um trabalho de caracterizagdo
mais aprofundado dos restantes isolados que se obtiveram, que sera, com certeza,
efectuado.

As espécies mais representadas, obtidas apdés uma observacdo das aguas
residuais geradas no lagar em estudo, durante duas campanhas oleicolas
consecutivas, foram C. oleophila (com onze isolados) e C. pomicola (seis isolados).

Para além de ter sido a espécie mais representada, os isolados de C. oleophila

apresentaram uma distribuicdo/presenca em todos os pontos de amostragem. Estes
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factos revelam capacidades de adaptacdo a ambientes “stressantes”, indicando estes
isolados como potenciais candidatos a modelos bioldgicos para o pré-tratamento e /ou
tratamento das aguas residuais geradas pelo lagar de azeite da cooperativa Murcense.

Estes isolados de C. oleophila, juntamente com os isolados de C.pomicola
foram utilizados em ensaios preliminares de crescimento em meios com compostos

fendlicos, cujos resultados sdo apresentados no capitulo 5.

4. Conclusdes

A metodologia escolhida para responder aos objectivos definidos para esta
parte do trabalho revelou ser adequada permitindo, num curto espaco de tempo, obter
um rastreio de um numero muito elevado de amostras, e ainda extrair inferéncias de
interesse ecoldgico sobre os isolados em analise.

Relativamente ao primeiro objectivo, concluiu-se que a maior diversidade em
espécies de leveduras é encontrada nas amostras de dguas de lavagem. Foi também
nestas amostras que se obteve o maior nimero de isolados.

As condicdes fisico-quimicas das &guas da centrifuga vertical e das aguas
rugas nao favoreceram o isolamento de um namero elevado de leveduras. Concluiu-se
gue nestes locais o0 baixo numero de isolados é concordante com a menor diversidade
em espécies de leveduras encontrada.

Nas aguas de lavagem, a espécie identificada predominante, foi a C.oleophila,
seguida da espécie Metschnikowia aff fructicola. Nos outros pontos de amostragem
surge também a espécie C. oleophila.

Nas aguas rucas, as espécies mais abundantes sdo a C. pomicola e a C.
oleophila. Estas aguas, cujas condi¢des fisico-quimicas tém elevado teor poluente,
apresentam varias outras espécies de leveduras, sendo também de salientar o nimero
de isolados do género Pichia que foram identificados neste local.

A técnica de tipagem seleccionada mostrou-se adequada para rastrear de
forma rapida um numero elevado de amostras, permitindo analisar a diversidade
especifica em ambientes cujo microbiota é desconhecido. O primer utilizado revelou
capacidades discriminativas muito boas, sendo, inclusive, capaz de discriminar entre
individuos da mesma espécie.

Concluiu-se, ainda, que para a identificagdo inequivoca dos isolados é
necessario 0 recurso a outras técnicas de biologia molecular, nhomeadamente a
sequenciagdo. A regido D1/D2 do DNAr 26S revelou ser adequada para, face as

bases de dados disponiveis, permitir classificagfes ao nivel da espécie.
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A caracterizacao morfolégica, bioquimica e fisiol6gica das amostras deve ser
efectuada para corroborar as diferencas encontradas pela tipagem, entre individuos
provavelmente pertencentes a diferentes estirpes da mesma espécie.

As espécies com maior numero de isolados e encontradas nas aguas rucas
foram a Candida oleophila e a Candida pomicola. Estes isolados foram seleccionados
para ensaios de crescimento em meios ricos em compostos fendlicos como fonte
Unica de carbono.
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CAPITULO 5
Tratamento de aguas rucas por uma estirpe de Candida oleophila isolada de aguas residuais

1. Introducgao

Como referido nos capitulos anteriores, as azeitonas e seus derivados sdo
ricos em compostos fendlicos (Landete et al., 2008; Saitta et al., 2009) sendo o seu
teor e distribuicao no fruto ou nos derivados dependentes das cultivares de azeitona,
do local de producdo e do grau de maturagdo do fruto (Ryan et al.,, 1999).
Adicionalmente, alguns compostos fendlicos podem ainda formar-se durante o
processo de extracgdo do azeite (Rodis et al., 2002). Uma vez libertados durante o
processo de extracgdo, os fendis permanecem, quer na fase aquosa, quer na fase
oleosa ou, ainda, na fase sélida. A quantidade retida em cada uma das fases depende
da solubilidade dos compostos. De um modo geral, apenas 1 a 2% ficam retidos no
azeite (apenas nos azeites nao refinados — Saitta et al., 2009). Os restantes ficam
repartidos pelas aguas rugas (53%) e nos residuos solidos (45%) (Rodis et al., 2002;
De Marco et al., 2007), dependendo do processo de extracgao (Di Giovachino et al.,
2002). As proporgbes dos compostos nas trés fases (azeite, agua, massa sélida)
dependem das polaridades relativas das substancias, presenca de surfactantes,
temperatura, e composicao e proporcdes relativas de cada uma das fases (Rodis et
al., 2002).

Dada a elevada proporcdo de compostos fendlicos que se encontram nas
aguas residuais da industria de extrac¢ao do azeite, as aguas rugas possuem grande
diversidade de compostos. A sua actividade fitotdxica e antibacteriana tem sido
frequentemente atribuida a presenga de fendis monoméricos (Ramos-Cormenzana et
al., 1996; Sayadi et al, 2000; Casa et al., 2003, Sampedro et al., 2004a, Ergul et al.,
2008), referenciados como biodegradaveis (Assas et al., 2000). Por outro lado a sua
composi¢ao em fendis de elevado peso molecular é indicada como responsavel pela
sua caracteristica cor castanha escura, particularmente recalcitrante a descoloragéo
(Asses et al, 2002; D’Annibale et al., 2004, Ergul et al., 2008), apesar de apresentar
baixa toxicidade (Assas et al., 2000).

A caracterizagdo deste grupo de compostos era, tradicionalmente, feita
considerando todos os extractos obtidos (Roncero et al., 1974; Martirani et al., 1996;
Scioli e Volaro, 1997), utilizando o método colorimétrico (mais ou menos modificado)
de Folin-Ciocalteau (Zafra et al., 2006). No entanto, um conhecimento mais
aprofundado, veio provar que, nesses extractos fendlicos o peso molecular varia
grandemente, tendo surgido a necessidade de perceber, qual ou quais a(s) fraccao
(fraccdes) responsaveis, pelas propriedades antioxidantes, pelas propriedades
antimicrobianas, e pelas propriedades fitotoxicas. Assim, em publicacbes mais
recentes, foi dada uma atengao especial a processos de separacdo das fraccdes

fenodlicas, baseadas no peso molecular, e na avaliacdo da toxicidade de cada uma
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dessas fracgbes (Hamdi, 1993; Sayadi et al., 2000; Ettayebi et al., 2003; Fiorentino et
al., 2003; De Marco et al., 2007; Zafra et al., 2006).

De acordo com a bibliografia, o hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) e o tirosol
(4-hidroxifeniletanol) sdo os compostos fendlicos referidos como os mais abundantes
nas aguas rucas (Vinciguerra et al., 1995; Knupp et al., 1996; Ramos-Cormenzana et
al., 1996; Lesage-Meessen et al., 2001; Casa et al., 2003; Sampedro et al., 2004b; De
Leonardis et al., 2007; Ergul et al., 2008). Para além destes, sao referidos outros
fendis simples ou compostos fendlicos monoméricos como os acidos siringico, p-
hidroxifenilacético, vanilico, veratrico, cafeico, protocatéquico, p-cumarico, 3,4 —
dihidroxibenzdico, p-hidroxibenzadico, ferulico e ainda o catecol (Hamdi, 1992; Ramos-
Cormenzana et al.,, 1996; Casa et al.,, 2003; De Leonardis et al., 2007). As
caracterizacbes referidas nao apresentam, em simultdneo, todos os compostos
indicados. As razbes apontadas relacionam-se com o0s processos de extracgao dos
fenois, com a variedade de azeitona e com o processo de extrac¢ao de azeite utilizado
(Sampedro et al., 2004b).

Dos fendis usualmente presentes nas aguas rugas, os orto-difendis,
especialmente o hidroxitirosol e o acido cafeico, sdo os que apresentam a melhor
actividade antioxidante. Por outro lado, o tirosol e outros fendis monoméricos, como os
acidos p-hidroxibenzéico, p-cumarico e o-cumarico, ndo se revelaram bons
antioxidantes (De Leonardis et al., 2007). Pelo seu efeito anti-oxidante, a possivel
aplicagao de extractos fendlicos de aguas rugas, ndo sé como aditivos alimentares,
como de componentes de pesticidas, cosméticos e compostos de interesse
farmacoldgico tem sido referida na bibliografia (Visiolli et al., 1999; Zafra et al., 2006).

Apesar de estarem presentes em menores proporgdes, os fendis monomeéricos,
naturalmente sintetizados e extraidos do fruto, bem como os resultantes dos
processos de degradagao microbiana dos compostos fendlicos poliméricos, revelaram-
se 0s mais toxicos (DellaGreca et al., 2001; Fiorentino et al., 2003). Em varios ensaios
de descoloracgao e/ou destoxificacao de aguas rucas, usando principalmente fungos da
podridao branca, pertencentes a varios géneros, verificou-se nao existir uma relagao
causal entre a diminuicdo da toxicidade e remogao de compostos fendlicos de baixo
peso molecular (Martirani et al., 1996; Aggelis et al., 2003).

Do exposto, conclui-se que os compostos fendlicos apresentam caracter
antagonico. Favoravel, se se considerar que as aguas rugas podem ser uma forma
relativamente econdémica de obter compostos com elevado poder antioxidante, e
desfavoravel quando se pretenda tratar as aguas rugas com recurso aos tratamentos
biolégicos convencionais (digestdo anaerdbia, particularmente), ou utiliza-la para regar

culturas (de acordo com os normativos legislados e em uso em Portugal).
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Os fungos filamentosos podem ser uma fonte importante de espécies com
capacidade de degradar fendis, uma vez que se podem encontrar frequentemente
associados a lenhosas de grande porte, que sdo normalmente ricas em compostos
fendlicos. Apesar de fungos filamentosos dos géneros Pleurotus, Phanerochaete,
Aspergillus, Geotrichum, Penicillium, Trichoderma, Pycnoporus, Coriolopsis e Lentinula
(Robles et al., 2000; Fontoulakis et al., 2002; Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al.,
2003; Fadil et al., 2003; Jaouani et al., 2003; Dias et al., 2004; Dhouib et al., 2006a, b)
se terem revelado eficientes na eliminacdo de alguma matéria organica e de
compostos fenodlicos em aguas rucas, apresentam dificuldades de crescimento em
meios liquidos, e taxas de crescimento baixas, quando comparadas com outros
microrganismos (Mendonca et al., 2004). Para além destes factos, quando usados em
ETAR podem, pela produgado de hifas, levantar problemas de formagao de espumas
(Assas et al.,, 2000; Lopez et al.,, 2002). As leveduras, sendo maioritariamente
individuos de caracter unicelular, ndo apresentam o problema anterior e alguns
géneros foram ja testados com sucesso no tratamento de aguas rugas (Scioli e
Vollaro, 1997; Ettayebi et al.,, 2003; Fadil et al., 2003; Giannoutsou et al., 2004;
Lanciotti et al.,, 2005; D’Annibale et al., 2006; Martinez-Garcia et al., 2007;
Papanikolaou et al., 2007; Peixoto et al., 2008).

Com base no que foi referido, neste capitulo sdo apresentados os resultados

do trabalho que teve como objectivos principais:

1 — Estudar a capacidade de crescimento de isolados selvagens de Candida
oleophila e de Candida pomicola obtidos de amostras de aguas rugas, em
meios ricos em compostos fendlicos, frequentemente encontrados em
aguas rugas;

2 — Seleccionar o isolado que mostra capacidade em utilizar o maior nimero de
compostos fendlicos testados;

3 — Avaliar a capacidade do mesmo isolado seleccionado em utilizar compostos
fendlicos em elevadas concentragdes, como Unica fonte de carbono e
energia;

4 — Reduzir a toxicidade de aguas rucas nao diluidas e ndo suplementadas
recorrendo a digestdo com o isolado de Candida oleophila seleccionado;

5 — Avaliar a capacidade destoxificante do isolado de Candida oleophila nas
aguas rucas, nomeadamente na remocgéo do efeito toxico dos compostos
fendlicos recorrendo a testes tradicionais (germinagido, microtox), e

recorrendo a avaliagéo dos efeitos na bioenergética mitocondrial.
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2. Material e metodologia

2.1. Microrganismos

Os isolados de Candida oleophila, e de Candida pomicola foram obtidos a partir
de amostras de aguas rucas do lagar de azeite em estudo. Apds isolamento e
purificacdo das leveduras, através de repicagens sucessivas em YMagar (Difco ®) as
estirpes foram identificadas por sequenciagao da regido D1/D2 do DNA ribosomal 268S.
Prepararam-se culturas puras dos isolados de C.oleophila e C.pomicola em meio de
YM agarizado. A caracterizagao morfologica da estirpe seleccionada foi efectuada de
acordo com Barnett et al. (2000). As placas de Petri foram incubadas a 28 °C durante
48 h. Este foi sempre o procedimento preparatério para todos os ensaios que se
descrevem de seguida. O inéculo utilizado posteriormente foi realizado a partir destas
placas, apds repicagem em caldo de YM, a concentragédo de 1 % (v/v), quando a

absorvancia medida a 640 nm era aproximadamente 1,0.

2.2. Aguas rugas utilizadas

As aguas rugas utilizadas para os ensaios de biodegradabilidade e toxicidade
foram recolhidas no lagar continuo de trés fases da CAOM, na campanha oleicola de
2005/2006. A agua recolhida foi preparada de forma a ser representativa de todo o
periodo de extrac¢cao. Apds a colheita foi medido o pH que foi 5,0. As amostras foram
acidificadas a pH 2 com HCI e congeladas até serem usadas. Para os ensaios de
biodegradabilidade, as aguas foram descongeladas, repds-se o pH a 4,5 com NaOH e
esterilizadas em autoclave. A esterilizacdo foi efectuada para garantir que o
microrganismo responsavel pelas alteragdes provocadas na agua ruga seria apenas o
isolado de Candida oleophila. As aguas rucas foram caracterizadas antes e depois do
tratamento com o isolado de Candida oleophila quanto a CQO, condutividade,
coloragao e teor em fendis totais. A CQO e o teor em fendis foram medidos usando a
mesma metodologia indicada no capitulo dois. A coloracdo foi estimada pela
absorvancia da amostra ao comprimento de onda de 390 nm, por ser a este
comprimento de onda que absorvem maioritariamente os compostos fendlicos de
elevado peso molecular, principais responsaveis pela coloragdo castanha escura
apresentada por estas aguas residuais, normalmente recalcitrante a descoloracao

bioldgica.

2.3. Crescimento em meio com compostos fendlicos
Prepararam-se Erlenmeyers com 100 mL de meio liquido de YNB (Difco ®), ao

qual se adicionaram diversos compostos fendlicos de forma a ficarem com



CAPITULO 5
Tratamento de aguas rucas por uma estirpe de Candida oleophila isolada de aguas residuais

concentragoes finais de 1000, 100 e 10 mg/L. Os compostos usados foram os de grau
de pureza mais elevada comercializados pela Sigma-Aldrich. Incluem-se os acidos 4-
hidroxibenzoico, 3,4—di-hidroxibenzdico (protocatéquico), 2,5—di-hidroxibenzéico, 4-
hidroxi-3-metoxibenzdico (vanilico), 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico (siringico), estes
pertencentes ao grupo dos acidos fenolcarboxilicos, 4-hidroxicindmico (p-cumarico),
3,4—di-hidroxicinamico (cafeico) , acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico (ferulico),
pertencentes ao grupo dos acidos fenilpropendides, e ainda os fenodis simples
hidroquinona (1,4— di-hidroxifenol), e catecol (1,2— di-hidroxifenol). Para cada
composto foram efectuadas duas réplicas, e prepararam-se Erlenmeyers sem indculo,
que serviram como controlo. Para os primeiros testes de rastreio e identificacdo do
isolado mais resistente, inocularam-se apenas baldes com compostos fendlicos a
concentracao de 1000 mg/L. Depois de seleccionado um isolado de Candida oleophila,
que apresentou os melhores resultados, serviu para inocular os restantes baldes, com
as restantes concentracbes de compostos fendlicos a testar. Os baldes foram
inoculados com isolado de C.oleophila, preparado como indicado em 2.1. O
crescimento dos isolados foi monitorizado por medicdo da absorvancia do meio a 640
nm num espectrofotometro Jasco V-530 UV/VIS. Considerou-se que ocorreu
crescimento quando a variacdo da absorvancia entre o inicio e final do tempo de

incubacgao foi superior a 0,5.

2.4. Crescimento em aguas ruc¢as nao diluidas e nao suplementadas
Prepararam-se Erlenmeyers com 500 mL de agua ruga previamente filtrada em
papel Whatman n°® 1 e esterilizada, com pH a 4,5. A partir de culturas preparadas
como indicado em 2.1, inocularam-se os baldes a concentracédo de 1 % (v/v) de
inéculo. Incubaram-se os Erlenmeyers a 28 °C durante 30 dias numa incubadora com
agitacao a 120 rpm, de forma a garantir que condigbes de aerobiose eram mantidas
durante todo o tempo de incubagdo. A sobrevivéncia e pureza dos indculos foi
verificada a cada cinco dias de incubacao, por crescimento de amostras retiradas dos
Erlenmeyers e repicadas em placas de Petri com YMagar. Nao foram efectuadas
contagens de Unidades Formadoras de Colodnias (UFC). O objectivo das repicagens

era garantir a existéncia de inéculo e nao, verificar a abundancia dos microrganismos.

2.5. Medigao dos compostos fendlicos

A medigdo dos compostos fendlicos foi efectuada recorrendo a dois métodos.
Para a avaliacdo dos fendis totais, extrairam-se das aguas rugas com acetato de etilo
e foram quantificados de acordo com o método modificado de Folin-Ciocalteau (Peres,

2001), sendo os resultados expressos em mgac.careico/L. A assimilagao, pelas leveduras,
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dos compostos fendlicos como fontes de carbono e energia, foi efectuada com recurso
a técnica de Cromatografia Liquida de Fase Reversa (RP-HPLC). A analise em HPLC
foi realizada usando uma coluna C18 (150x4,6 mm) Hipersyl, com eluicdo em
gradiente. O gradiente utilizado foi o seguinte: 0-3 minutos 100 % A (agua, metanol,
acido acético, 88:10:2), 3-6 minutos 80 % A e 20 % B (agua, metanol, 70:30), 6-9
minutos 60 % A e 40 % de B, 9-12 minutos 100 % B, 12 — 30 minutos 100 % A. A
deteccao dos compostos efectuou-se a 265 nm num detector Merck-Hitachi L-4000
UV. A identificagdo dos fendis foi feita considerando os seus tempos de retencgao, de
acordo com o método do padrao externo. Para a determinagédo dos fenodis presentes
nas amostras de agua ruca nao diluida usou-se uma coluna C18 5um Kromasil 100
(250 mm x 4 mm) num aparelho de HPLC em fase reversa da marca Dionex (Dionex
Corp., Sunnyvale, USA), modelo Ultimate 3000, acoplado a um detector de diode array
também Dionex, modelo PDA-100. O processo cromatografico foi efectuado a 30°C
tendo-se usado 20 pL de volume de injeccdo. A deteccao foi efectuada a 280 e a 325
nm, em gradiente, com os eluentes A (5 % acido formico em agua) e B (100%
metanol) no seguinte programa de eluigéo: 0 a 2 minutos, 5% de eluente B e 95% de
eluente A; 2 minutos até aos 70 minutos, gradiente automatico comegando com 5% de
eluente B e aumento até 80% do eluente B; 70 minutos até 75 minutos, gradiente
automatico iniciando com 80% do eluente B decrescendo até 5% do mesmo eluente;
75 minutos aos 80 minutos, final da corrida com 5% de eluente B e 95% de eluente A.
Para identificacdo dos compostos fendlicos compararam-se os seus tempos de

retencao e espectros de UV com padrdes externos injectados nas mesmas condigoes.

2.6. Avaliacao da toxicidade das aguas rucas
2.6.1. Testes de germinagéao

A avaliagdo da fitotoxicidade foi efectuada usando o indice de Germinagao (IG)
definido por Zucconi et al (1981), com as alteracdes introduzidas por Komilis et al
(2005). Vinte sementes de Lepidium sativum (agrido de jardim) foram colocadas sobre
papel de filtro em placas de Petri de vidro. As sementes foram regadas com 1 mL de
agua ruga nao tratada, e com agua ruga apos incubagcdo com o isolado seleccionado
de Candida oleophila. Testou-se o efeito da diluicAo na germinacado, regando as
sementes com aguas rucas ndo diluidas, e aguas rugas diluidas %, 1/12, 1/24 (v/v)
com agua destilada. As placas foram mantidas fechadas, a temperatura ambiente (21
°C) e regadas diariamente durante 5 dias. Do mesmo modo, foram preparadas, placas
de Petri, que foram regadas com agua destilada, que serviu de controlo. Os controlos
e amostras foram realizados em triplicado. O IG foi calculado de acordo com a

seguinte formula:
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n® sementes germinadas na amostra  média dos comprimentos das ralzes da amostra
IG = X x100 (1)
n” sementes germinadas no controlo média dos comprimantas das raizes no confrolo

As sementes foram consideradas germinadas quando o comprimento da raiz
foi igual ou superior a 5 mm. Para as sementes que apresentaram raizes inferiores a 5
mm, considerou-se o comprimento igual a zero e como semente ndo germinada.
Como é frequentemente sugerido na bibliografia, que a toxicidade na germinacao é
consequéncia dos compostos fendlicos, utilizou-se outro indice, proposto por
Tsioulpas et al (2002), que permite verificar se a toxicidade fendlica aumenta ou
diminui apds tratamento. A férmula do indice (indice de Toxicidade Fendlica (ITF)) é a

que seguidamente se apresenta:

100 - 1G
MF=——— (2)
[fendis totais]

2.6.2. Testes de toxicidade microbiana

Para a avaliagdo da actividade antimicrobiana de aguas rugas utilizou-se o
método da inibicdo da luminescéncia em Vibrio fischerii, vulgarmente referido como
Microtox. Neste caso, usou-se um kit da Aboatox — BioTox™Kit, seguindo as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, acertou-se o pH das amostras de agua ruca
a 7,0z 0,2 com NaOH. Reconstitui-se o reagente que contém o liofilizado bacteriano
de Vibrio fischerii, e apds o tempo de estabilizacao referido pelo fabricante (30 min a 4
°C) pipetaram-se 0,5 mL de suspensdo de bactéria para as respectivas cuvettes.
Preparou-se o reagente de diluicdo a concentragdo de 1/10 (v/v) com agua destilada.
Este reagente serviu para preparar diluicbes das amostras de agua ruga nao tratada
(ARnt) e agua ruga tratada (ARt), isto é, apds incubacdo com o isolado de Candida
oleophila, conforme indicado em 2.4. As diluigcbes preparadas foram %, 1/3, V4, 1/6,
1/8, 1/12, 1716, 1/24, 1/32, 1/48, 1/64 e 1/96 (v/v). As amostras diluidas e a suspenséao
bacteriana foram estabilizadas e mantidas num bloco refrigerado a 15 °C durante todo
o tempo do ensaio e medigdes. Foram preparadas duas cuvettes com agua destilada
que serviram de controlo e todas as amostras foram feitas em duplicado. Mediu-se a
intensidade de luminescéncia (lp) da primeira cuvette com suspensdo de bactéria
(correspondente ao controlo), adicionando-se imediatamente 0,5 mL de H,O destilada
ou amostra diluida, conforme se tratasse, respectivamente, do controlo, ou da amostra
a medir. Repetiu-se a operacédo para todas as amostras, tentando manter tempos

entre adicbes e medigbes. As amostras foram incubadas em bloco refrigerado (15 °C)
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durante o tempo de contacto definido (15 minutos), e determinou-se a intensidade de
luminescéncia apés contacto (Ii=15), pela ordem e tempos com que se prepararam as
amostras nas medigbes de ly. A percentagem de inibicao (INH) causada pelas aguas

foi calculada usando a férmula:

INH (%)=100-[ e ] 3)
K I

F xlo

onde
KF — factor de correcgéo calculado por IC/ICy
IC; — intensidade de luminescéncia do controlo (C) apds o tempo de contacto (neste caso
15 minutos)
IC, — intensidade de luminescéncia inicial do controlo (C)
k=15 — intensidade de luminescéncia da amostra apds o tempo de contacto (neste caso
15 minutos)

lp — intensidade de luminescéncia inicial da amostra

Finalmente, calculou-se o ICs, isto é, a diluicho em que metade da populagdo de

bactérias fica inibida, usando uma regressao padréo.

2.6.3. Testes de toxicidade na bioenergética mitocondrial

As mitocdndrias a partir das quais se produziram as particulas submitocondriais
(PSM) usadas no ensaio foram extraidas de figado de rato seguindo protocolos
convencionais (Gazzotti et al., 1997) com algumas modificagdes referidas em Martins
et al (2008). A actividade respiratoria foi avaliada pelo consumo de oxigénio das PSM
isoladas, por método polarografico, usando um eléctrodo de oxigénio tipo Clark em
camara fechada a 25°C. A actividade da ATPase foi medida por potenciomtria. A agua
ruca a testar foi adicionada ao meio de respiragcao em aliquotas de 1 mL, e s6 apés 5
minutos de incubacao inicial procedeu-se a adicdo de substratos respiratérios. Testou-
se o efeito das aguas rugas na actividade de complexos respiratorios seleccionados,
nomeadamente succinato desidrogenase, citocromo ¢ oxidase e ATP sintetase
(Martins et al, 2008; Peixoto et al.,, 2008). O isolamento das PSM foi realizado de
acordo com Boveris (1984), tendo-se introduzido algumas alteragdes. Mitocdndrias
previamente congeladas em azoto liquido, foram descongeladas e ressuspensas em
tampéo Tris-HClI 50 mM (pH 7,8) com manitol 230 mM e sacarose a 70 mM. A
concentracao final em proteina foi de 10 mg/mL, tendo-se mantido a solugdo em gelo
granulado e submetido a agitagdo constante durante 15 min. A solugao foi transferida

para um tubo de vidro e submetida a ultra-sons, a 4 °C com 20 pulsos de 5 s; entre
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cada pulso o tubo foi colocado em gelo por um periodo de 60 s. Transferiu-se
novamente para um copo de vidro, colocou-se em gelo granulado e agitou-se durante
15 min. Centrifugou-se a 12000 x g durante 15 min a 4 °C, removendo-se as vesiculas
grandes. O sobrenadante foi, posteriormente, centrifugado a 114000 x g durante 30
min a 4 °C (ultracentrifuga). As PSM foram entao lavadas com a solugao de tampao
tris-HCI, novamente centrifugadas nas mesmas condigdes, ressuspensas em sacarose
0,25 M (preparada de fresco), transferidas para micro-tubos de centrifuga, congeladas

em azoto liquido e armazenandas a — 80 °C até a sua utilizagao.

2.7. Analise Numérica

A analise grafica dos cromatogramas de HPLC foi efectuada recorrendo ao
software compativel para Windows dos aparelhos utilizados no processo experimental.
A anadlise grafica e estatistica dos testes de toxicidade foi efectuada recorrendo ao

software Kaleida Graph para Windows.

3. Resultados e Discussao

3.1. Selecgao de isolados de leveduras de aguas residuais de lagares de azeite
por crescimento em meios ricos em compostos fendlicos

Onze isolados de leveduras da espécie Candida oleophila e seis isolados de
leveduras da espécie Candida pomicola foram seleccionados, a partir de amostras de
aguas residuais geradas no lagar de azeite da CAOM, com o objectivo de se rastrear a
sua capacidade de crescer em meios de cultura, com concentracbes elevadas de
compostos fendlicos como fonte de carbono e energia. A selecgédo destes isolados foi
efectuada como indicado no Capitulo 4, dado que estas leveduras foram encontradas
nas aguas de lavagem e nas aguas rugas, e porque se identificaram em maior nimero
de isolados.

Os compostos fendlicos escolhidos para os testes de crescimento sdo comuns
nas aguas rugas. Os resultados dos testes de crescimento foram avaliados por
medicdo da variagdo da absorvancia do meio de cultura a 640 nm, e 0 consumo dos
fendis foi avaliado por analise dos cromatogramas, considerando a diminui¢do do pico
de absor¢cdo UV caracteristico de cada composto fendlico testado. A Tabela 5.1
resume o resultado dos ensaios preliminares de crescimento dos isolados
seleccionados de Candida oleophila e Candida pomicola.

Todos os isolados conseguiram utilizar, como fonte Unica de carbono e energia,

os acidos p-cumarico e protocatéquico a elevadas concentragdes (1000 mg/L), pois a
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variagao da absorvancia a 640 nm entre o inicio e o fim da experiéncia foi superior a
1,0 e também porque houve remog¢ao do composto do meio de cultura, confirmada
pela diminui¢do do pico de UV caracteristico destes acidos fendlicos. Apenas o isolado
de Candida oleophila n°® 7 (C.ol 7) é capaz de metabolizar a hidroquinona as
concentracgoes testadas. Quanto ao catecol, dois isolados, um de Candida oleophila e
um de Candida pomicola, sdo capazes de utiliza-lo como fonte de energia. O acido
cafeico nao permitiu o crescimento a maior parte dos isolados testados, tendo o acido

p-hidroxibenzdico sido metabolizado apenas por um isolado de Candida oleophila.

Tabela 5.1. Resultados dos crescimentos dos isolados de Candida oleophila e Candida
pomicola seleccionados para crescer em meios de cultura com elevada concentragdo de

compostos fendlicos (1000 mg/L) como fonte de carbono e energia.

Isolados Ac. . .

Seleccionados Cafeico  Ac. p-Cumarico Ac. p-Hidroxibenzdico Ac. Protocatéquico Catecol Hidroguinona
C.ol1 - + - + - -
C.ol2 + + - + - -
C.ol3 - + - ++ - -
C.ol4 + + - ++ - -
C.ol5 + + - ++ - -
C.ol 6 - + - ++ - -
C.ol7 - + - ++ - +
C.ol8 - + - ++ - -
C.ol9 - + - ++ - -
Col10 - + - ++ - -
Col11 + + + ++ + o
C.po 1 - + - ++ - -
C.po 2 - + - ++ - -
C.po 3 - + - ++ - -
C.po4 - + - ++ + _
C.po5 - + - ++ - -
C.po 6 + + - ++ - -

C.ol 1 a C.ol 11- isolados diferentes de Candida oleophila; C.po 1 a 6 — isolados diferentes de Candida pomicola. (-)
auséncia de crescimento; (+) crescimento com remogdo dos compostos fendlicos do meio inferior a 25% da
concentragao inicial; (++) crescimento com remogdo dos compostos fendlicos do meio superior a 75% da concentragdo

inicial.

Analisando a tabela, tendo em consideracao o maior niumero de compostos
que o isolado é capaz de metabolizar (cinco de seis compostos testados), tendo
removido, no caso do acido protocatéquico, mais de 75% da sua concentracdo no
meio de cultura, seleccionou-se o isolado C.ol 11 como o melhor adaptado ao

crescimento em meios com elevadas concentragoes de fendis.
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3.2. Caracterizagao do isolado de Candida oleophila

A caracterizagédo do isolado de Candida oleophila seleccionado utilizado para
0s ensaios de toxicidade e biodegradabilidade foi feita recorrendo a diversos testes
fisiolégicos e bioquimicos normalmente utilizados em taxionomia microbiana. Os
resultados obtidos para os testes de fermentagdo, assimilacdo (de compostos de
carbono e azoto), crescimento a diferentes temperaturas, osmotolerancia e
necessidades vitaminicas, entre outros, estdo sumariados na Tabela 5.2. As
caracteristicas morfoldgicas das colonias encontram-se documentadas na Figura 5.1.

As colonias do isolado caracterizado apresentam colorac&o branca a beje com
reverso rosaceo. Sao circulares, mamilonadas, com bordos inteiros, de superficie lisa,
opacas e brilhantes e de consisténcia butirosa. Quando em meio liquido (caldo de
YM), apresentam turvagdo homogénea e persistente, com ligeira pigmentacao
amarelada, e forma um anel de cor esbranquicada quando ndo agitada. Ao
microscopio, apresentam células redondas a ovédides, normalmente isoladas ou em
pequenos agrupamentos. Reproduzem-se por gemulagdo unilateral. Nao se

observaram hifas ou pseudo-hifas na cultura utilizando a técnica de Dalmau.

Figura 5.1. Aspecto apresentado pelas colénias apods trés dias de incubacdo a 28°C e

cultivadas em meio de YMagar (Difco).

Na Tabela 5.2 apresentam-se os resultados obtidos para os testes fisioldgicos
e bioquimicos efectuados com o isolado seleccionado de Candida oleophila usado nos
ensaios de biotoxicidade e biodegradabilidade. Na mesma tabela estdo indicados os
resultados publicados para a espécie tipo de C.oleophila (Barnett et al., 2000).

Apesar de por analise da regido D1/D2 do DNA ribossomal 26S se ter obtido
uma homologia de 100% com a estirpe tipo de Candida oleophila, pela analise da
Tabela 5.2 verifica-se que alguns testes apresentam resultados que nao séo
concordantes com os obtidos para a estirpe tipo. S&o particularmente evidentes, as
diferencas respeitantes a capacidade de utilizacdo de compostos de azoto, bem como

a incapacidade de formar hifas nas condi¢oes testadas.
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Tabela 5.2. Resultados dos testes bioquimicos e fisioldgicos realizados ao isolado de Candida

oleophila, de acordo com Barnett et al (2000).

Testes Isolado Candida oleophila Candida oleophila Montrocher (1967)
(C.ol 11)
Fermentagao
d-Glicose + +
d-Galactose + +
Maltose ? +/-
Me a-D-glucésido - D/-
Sacarose w D/-
a,a-Trealose - +/D
Melibiose - ?
Lactose - -
Celobiose - +/D
Melezitose - ?
Inulina - ?
Amido - ?
d-Xilose w ?
Assimilagao (C)
d-Glicose + +
d-Galactose + +
|-Sorbose + +
d-Glucosamina + +/D
d-Ribose - +/-
d-Xilose + +
|-Arabinose - -
d-Arabinose + -/D
I-Ramnose + -
Sacarose + +
Maltose - +
a,a-Trealose - +
Me a-D-glucésido - +/-
Celobiose + +/D
Salicina + +/D
Arbutina + +
Melibiose - -
Lactose - -
Rafinose - -
Melezitose + +
Inulina - -/D
Amido - I+
Glicerol + +
1 12 Eritritol - -
Ribitol + +/D
Xilitol - +/D
I-Arabinitol - -
d-Glucitol + +
d-Manitol + +
Galactitol - -
myo-Inositol - -
d-Glucono1,5 lactona + +/D
2-Keto-d-gluconato +
5-Keto-d-gluconato +/D
dl-Lactato + +/-
Succinato W +
Citrato - +
Metanol + -
Etanol + +
Assimilagéo (N)
Nitrato + -
Nitrito + -
Etilamina + +
I-Lisina + +
Cadaverina + +
Creatina + -
Creatinina + -
d-Glucosamina + -

Outros Testes
Sem Biotina
Sem piridoxina
T 25°C

T 30°C

T 40°C

50% glicose
60% glicose
10% NaCl
16% NaCl
Hidrélise Ureia - -
Filamentos - Pseudohifas

(+) cresceu; (-) ndo cresceu; (w) crescimento pouco expressivo; (D) crescimento retardado

LevsE

+ o+ o+
+
™

VAD3L

(siglas de acordo com Barnett et al (2000)).
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De um modo geral, o isolado de C.oleophila é capaz de utilizar uma vasta
gama de compostos como fonte de carbono e energia, e resistir a meios com elevada
pressao osmoética, o que podera ter sido uma caracteristica vantajosa para a sua
sobrevivéncia nas aguas residuais dos lagares de azeite. Estas, para além de elevada
carga organica, presengca de acidos gordos volateis e compostos fendlicos em
elevadas quantidades, apresentam também uma elevada condutividade, resultado dos
sais nelas dissolvidos.

O isolado caracterizado foi utilizado como espécie a testar para reduzir a
toxicidade de amostras de aguas rugas nao diluidas e ndo suplementadas. Nao se

procedeu a qualquer tipo de aclimatacao prévia do isolado.

3.3. Crescimento do isolado de Candida oleophila em meios com compostos
fendlicos como Unica fonte de carbono e energia

Como se discutiu no ponto anterior, o isolado de Candida oleophila em estudo
€ capaz de usar uma elevada variedade de compostos, como fontes de carbono e
energia. A capacidade de usar compostos quimicos como unica fonte de carbono e
energia, permite ao microrganismo sobreviver em meios onde esse composto exista
isoladamente, ou ndo, mesmo quando a substancia em estudo apresente algumas
caracteristicas de toxicidade. Para aferir desta capacidade, inocularam-se baldes de
Erlenmeyer com diferentes concentragcdes de compostos fendlicos, e avaliou-se a
capacidade da C. oleophila em utiliza-los como unica fonte de carbono e energia.

Foram utilizados compostos fendlicos pertencentes aos fendis monomeéricos,
por serem referenciados como mais toxicos (Capasso et al., 1995; Isidori et al., 2005).
Dentro destes escolheu-se entre os sub-grupos (simples, acidos fenolcarboxilicos,
fenilpropandides) compostos com substituintes distintos (grupos hidroxilo e metoxilo)
em posicoes diferentes do anel benzénico (carbono 2-orto, carbono 3-meta e carbono
4-para) que tivessem o0s seus equivalentes nos respectivos sub-grupos. Importa,
ainda, referir que as substancias quimicas usadas como exemplos bem como as
concentragdes escolhidas (1000 mg/L, 100 mg/L, 10 mg/L), sdo comuns nas aguas
residuais dos lagares de azeite (Lesage-Meesen et al., 2001; Casa et al.,, 2003;
Allouche et al., 2004; Chtourou et al., 2004; Isidori et al., 2005; Dimitrios, 2006; De
Marco et al., 2007; Asses et al., 2009a,b).

Testaram-se trés concentragbes diferentes de trés grupos de compostos
fendlicos de baixo peso molecular. Os resultados das experiéncias de crescimento do

isolado encontram-se na Tabela 5.3.
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Pela analise dos resultados obtidos verificou-se que a concentracdo de 10
mg/L se revelou menos vantajosa para a levedura sendo insuficiente para permitir o
crescimento do isolado.

A concentragdo de 1000 mg/L para os acidos fenilpropendides, a estirpe em
estudo apresentou crescimento com os acidos 4-hidroxicinamico e 3,4-di-
hidroxicinamico. Quanto aos ensaios com os acidos fenolcarboxilicos, a mesma
concentracao de 1000 mg/L, verificou-se crescimento apenas para os acidos nao
metoxilados, acidos 4-hidroxibenzoico e 3,4-di-hidroxibenzdico. Nos dois casos, a fase
de laténcia observada, foi longa. Para o acido 4-hidroxibenzéico foram necessarios
cerca de dois dias para iniciar o crescimento, enquanto para o acido 3,4-di-
hidroxibenzoico esta fase de adaptagao se prolongou até aos seis dias de incubacao.
De todo 0 modo, apés esta fase inicial, o crescimento ocorreu muito rapidamente.

Quando as fontes de carbono e energia foram os acidos fenilpropandides,
também os compostos usados pelo isolado sdao apenas hidroxilados, ndo possuindo
substituintes metoxilo nos seus anéis. Também se verificaram fases de adaptacao
iniciais longas, que foram de quatro dias para o acido 4-hidroxicindmico e de trés dias
para o acido 3,4-di-hidroxicinamico. Nao existe paralelismo, quanto as fases de
laténcia, relativamente aos compostos fenolcarboxilicos (Tabela 5.3.). No entanto, no
caso do acido 3,4-di-hidroxicindmico, o crescimento ocorreu até atingir uma
absorvancia a 640 nm mais baixa do que os casos anteriores. Esta toxicidade pode
ser causada pelo composto em si, considerando que a levedura nao tera esgotado as
concentragoes deste no meio, ou ainda pelos produtos resultantes do seu
metabolismo que podem ser toxicos.

Os compostos fendlicos que permitiram o crescimento do isolado de Candida
oleophila com concentragdes de 1000 mg/L tém os substituintes nas posicbes meta
(carbono 3) e para (carbono 4) do anel benzénico. Os compostos cinamicos
permitiram crescimentos mais rapidos, e os acidos benzodicos com dois grupos
hidroxilo, pareceram ser mais favoraveis ao metabolismo do microrganismo.

A levedura revelou capacidade para assimilar compostos fendlicos a
concentracao de 100 mg/L, compostos estes diferentes daqueles que permitiram o
crescimento a concentracbes mais elevadas, com excepgao do acido 3,4-di-
hidroxicindmico. Neste caso, o crescimento foi verificado para o catecol (do primeiro
grupo), acidos 4-hidroxi-3-metoxibenzdico e 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdéico (do
segundo grupo), e acido 3,4-di-hidroxicinamico (do terceiro grupo).

Comparando o crescimento verificado usando fenédis a concentragdo de 1000
mg/L, com os resultados obtidos para o crescimento com fendis a concentracédo de

100 mg/L, sobressai o facto de que as fases de laténcia para a concentragao mais
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baixa foram claramente inferiores, ndo ultrapassando em nenhum caso as 24 horas de
incubacao.

Dos compostos fendlicos simples testados (catecol e hidroquinona) apenas o
catecol permitiu o crescimento da estirpe. A concentragdo de 100 mg/L o isolado
cresceu rapidamente, tendo atingido absorvancias elevadas num curto periodo de
incubacgao.

O Unico composto do grupo dos fenilpropandides a permitir o crescimento do
isolado de Candida oleophila a duas concentragbes distintas foi o acido 3,4-di-

hidroxicinamico (Tabela 5.3.).

Tabela 5.3. Crescimento e fases de laténcia do isolado de Candida oleophila quando usa como
Unica fonte de carbono e energia, compostos fendlicos, as concentragdes de 10, 100 e 1000

mg/L.

Composto fendlico Crescimento Fase de Laténcia

Concentragoées em mg/L (dias)
Catecol (1,2-di-hidroxifenol)

10 -

100 + 1

1000 -
Hidroquinona (1,4-di-hidroxifenol)

10 -

100 -

1000 -
Ac. 4-hidroxibenzoico

10 -

100 -

1000 + 2
Ac. Protocatéquico (Ac.3,4-di-hidroxibenzdico)

10 -

100 -

1000 + 6
Ac. 2,5-dihidroxibenzéico

10 -

100 -
Ac. Vanilico (Ac. 4-hidroxi-3-metoxibenzédico)

10 -

100 + 1
Ac.Siringico (Ac. 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenz6ico)

10 -

100 + 1
Ac. P-cumarico (Ac. 4-hidroxicinamico)

10 -

100 -

1000 + 4
Ac. Cafeico (Ac. 3,4-di-hidroxicinamico)

10 -

100 + 1

1000 + 3
Ac. Fertlico (Ac. 4-hidroxi-3-metoxicinamico)

10 -

100 -

(-) ndo cresceu (variagdo absorvancia menor que 0,5); (+) cresceu (variagdo da absorvancia

maior que 0,5).
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Em todas as experiéncias em que se registou crescimento, ocorreram fases de
laténcia alargadas, que se terdo revelado fundamentais para a sintese de novas
enzimas que permitiram o metabolismo dos compostos presentes no meio.

Dos compostos fendlicos testados, o catecol, os acidos 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico, 3,4-di-hidroxicindmico e 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico (por esta
ordem) e a concentragdo de 100 mg/L sdo os que mais rapidamente sao
metabolizados. Com excepgéo do catecol, e dos substituintes do carbono 1 do anel
benzénico, que caracterizam cada grupo em estudo, estas substancias, apresentam
grupos substituintes hidroxilo e metoxilo nos carbonos 3 e 4 dos anéis fendlicos, que
parece ser uma caracteristica que favorece a utilizagdo do composto. As fases de
laténcia na presencga destes compostos sdo mais longas, variando de dois dias (para o
acido 3,4-di-hidroxicinamico), até seis dias (para o acido 3,4-di-hidroxibenzéico). O
acido 4-hidroxibenzéico também permite o crescimento do isolado de Candida
oleophila, a concentracado de 1000 mg/L. Foi ainda possivel verificar que nos casos em
que o composto fendlico foi metabolizado ocorreu uma descida do pH do meio. O pH
inicial que se aproximava de cinco em todas as amostras (variando de 5,76 para o
catecol até 4,83 para o acido 4-hidroxibenzdico) desceu para valores proximos de trés
(de 2,34 para o catecol até 2,46 para o acido 4-hidroxi-3-metoxibenzaico).

Dos resultados que se obtiveram com estes ensaios, nao parece ter influéncia
para o crescimento da estirpe, o facto dos compostos serem fendis simples,
pertencerem ao grupo dos acidos fenolcarboxilicos ou dos acidos fenilpropandides. O
que parece ser mais importante para o metabolismo microbiano é o tipo de
substituinte, o numero de substituintes e a posicdo do anel benzénico em que o
substituinte esta localizado.

As posicdes 3 e 4, respectivamente meta e para, ou associagdes de ambas
parecem favorecer a degradagdo do nucleo benzénico pelo microrganismo. O
substituinte mais favoravel parece ser o grupo hidroxilo, apesar de substituicbes pelo
grupo metoxilo manterem a performance do isolado quanto a utilizagdo do composto

fendlico como fonte Unica de carbono e energia.

3.4. Metabolismo celular dos compostos fenélicos no isolado selvagem de

Candida oleophila

3.4.1. Metabolismo celular dos orto-difendis no isolado de C.oleophila
O catecol foi usado como fonte unica de carbono e energia pela Candida
oleophila apenas a concentracdo de 100 mg/L. Durante o periodo de incubagéao, foram

retiradas amostras do meio de cultura, que foram analisadas por HPLC em fase
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reversa, e identificaram-se os compostos resultantes da degradacdo, sempre que
possivel. O catecol foi imediatamente metabolizado, sendo convertido noutro
composto. No caso do crescimento da levedura, neste estudo, o composto
metabolizado surge com um novo pico, com tempo de retencao inferior, revelando
entdo ser mais hidrofilico do que o catecol. Este produto é depois metabolizado pelo
isolado, formando-se um ainda mais hidrofilico e que ndo é eluido até ao final do
ensaio.

Resultados semelhantes foram publicados em ensaios com Candida tropicalis
usando clorofenol (Ahuatzi-Chacoén et al., 2004). A degradagao do catecol por isolados
de fungos filamentosos (Aspergillus, Penicillium, Graphium e Fusarium) revelou a
formacado de acido cis,cis-mucoénico, como produto intermediario da conversdo do
catecol a piruvato e acetil CoA pela via da orto-clivagem (Santos e Linardi, 2004). Ja
uma estirpe de Yarrowia lipolytica (Lee et al., 2001) degradou o catecol com formagao
de semialdeido 2-hidroximuconico, indicando a via da meta-clivagem do anel
benzénico. Aparentemente, a via usada para a degradagdo do catecol estd muito
dependente da estirpe em estudo. A via degradativa do catecol por orto-clivagem foi
também identificada em Trichosporon cutaneum (Chtourou et al., 2004), Candida
tropicalis (Ahuatzi-Chacén et al., 2004) e Aspergillus awamori (Stoilova et al., 2007;
Stanchev et al., 2008). No caso de A. awamori, a estirpe é capaz de metabolizar o
catecol a concentragbes mais elevadas (1g/L, 2g/L e 3g/L). No entanto, para
concentragdes superiores a 1g/L, ocorre inibigdo de crescimento pelo substrato
(Satnchev et al., 2008). T.cutaneum e C.tropicalis, apesar de revelarem fases de
laténcia mais longas, também metabolizam o catecol a concentragdo de 1g/L.
Chtourou e colaboradores (2004) reportaram alguma inibicdo de crescimento nos
ensaios com T.cutaneum que atribuiram a formagao de compostos téxicos resultantes
da auto-oxidagéo do catecol, quando em meios de cultura.

Esta ultima razdo apontada podera justificar a incapacidade que o isolado de
Candida oleophila teve em crescer com concentragdes de catecol superiores a 100
mg/L.

Devido ao facto de nao ter sido possivel identificar o composto formado pelo
isolado de Candida oleophila apds consumo do catecol do meio, conclui-se que

qualquer uma das vias referidas para a conversao do catecol pode estar a ocorrer.

3.4.2. Metabolismo celular dos acidos fenolcarboxilicos no isolado de
C.oleophila
O &cido 4-hidroxibenzdico permitiu o crescimento do isolado de C.oleophila a

concentracao de 1000 mg/L. O intervalo de tempo da fase de laténcia foi longo e,
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apenas apo6s dois dias de incubacéo, foi possivel verificar o aumento da absorvancia,
revelando assim crescimento. Um comportamento muito idéntico foi apresentado pelo
isolado a crescer em acido 3,4-di-hidroxibenzéico, mas com uma fase de laténcia
inicial bastante mais longa, prolongando-se até aos seis dias. Os cromatogramas
obtidos por HPLC (Figura 5.2.) revelaram que o catabolismo do acido 4-
hidroxibenzéico se faz com formagado intermédia de acido 3,4-di-hidroxibenzdico,
sendo este composto metabolizado completamente, sem formagao de novos

compostos intermédios.

Ac. 4-hidroxibenzoico (TO dias)
Ac. 3,4-dihidroxibenzoico (T7 dias)

/
xiber“#zéico CI{dias)

2 Composto nao identificado 4, 4

Voltagem

T T T T
0 5 10 15 20

Tempo min.]

Figura 5.2. Cromatogramas obtidos por analise de amostras do meio recolhidas durante o

118 crescimento de Candida oleophila em meio com &cido 4-hidroxibenzéico a 1000 mg/L como

unica fonte de carbono e energia.

Quanto aos cromatogramas obtidos para o crescimento em acido 3,4-
dihidroxibenzadico, verifica-se que este € metabolizado sem formacao intermédia de
qualquer outro produto (Figura 5.3.).

Como ja referido anteriormente, as vias catabdlicas de degradacdo de
compostos aromaticos em microrganismos, levam a formag¢ao de um numero reduzido
de compostos intermediarios. Quando n&o é o catecol (simples ou substituido), forma-
se, normalmente, o acido 3,4-di-hidroxibenzdéico (Reineke e Knackmuss, 1988; Priefert
et al, 1997; Santos e Linardi, 2004). A enzima p-hidroxibenzoato hidroxilase (EC
1.14.13.2) é a responsavel por canalizar o acido 4-hidroxibenzéico para a via do -
cetoadipato da degradacdo de compostos aromaticos, com formacgao intermédia de
acido 3,4-di-hidroxibenzoico. Esta enzima foi isolada e identificada em inumeros
microrganismos, sendo produzida na degradacgdo de lenhina e outros compostos das

plantas, o que pode explicar a sua presenga em microrganismos que habitam em

VAD3L

locais com compostos lenhinocelulésicos, como é o caso das aguas rugas (Entsch e

Van Berkel, 1995). Esta via de formagdo de acido 3,4-di-hidroxibenzoico foi descrita
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como forma de metabolismo do acido 4-hidroxibenzdico em T. cutaneum (Chtourou et

al, 2004) e em bactérias dos géneros Comamonas, Sphingomonas, Ralstonia e

Pseudomonas (Di Gioia et al., 2002). Uma estirpe de Yarrowia lipolytica, apesar de ter

demonstrado capacidade para degradar acido benzéico, ndo foi capaz de utilizar

nenhum hidroxibenzoato (Lee et al., 2001). Nas espécies de bactérias indicadas

detectou-se forte actividade da enzima protocatecuato 4,5-dioxigenase, responsavel

por metabolizar o acido 3,4-di-hidroxibenzéico a um composto que possa entrar

noutras rotas metabdlicas celulares. Em Pseudomonas foi ainda possivel verificar

actividade de uma

dioxigenase intradiol (protocatequato 3,4-dioxigenase) e em

Sphingomonas, coexistem, simultaneamente, as enzimas protocatequato 4,5-

dioxigenase e catecol 1,2-dioxigenase (Di Gioia et al., 2002). Este facto da indicacao

que ambos os compostos intermediarios (catecol e acido 3,4-di-hidroxibenzdico)

podem estar presentes, apesar de ndo ser uma caracteristica comum na maior parte

das espécies estudadas.

[mv]

Voltagem

Composto néo identificado

Ac. 3,4-dihidroxibenzoico (TO dias)

Ac. 3 4-dihidroxiBenzoico (T8 dias)

Tempo (min)

Figura 5.3. Cromatogramas obtidos por analise de amostras do meio recolhidas durante o

crescimento de Candida oleophila em meio com &cido 3,4-di-hidroxibenzoico a 1000 mg/L

como fonte Unica de carbono e energia.

Uma enzima idéntica as protocatequato dioxigenases (intradiol ou extradiol)

tera efectuado o mesmo tipo de reacgédo no isolado de C.oleophila em analise, uma

vez que, quer como substrato inicial, quer como produto intermédio do metabolismo do

acido 4-hidroxibenzoéico, o acido 3,4-di-hidroxibenzdico desapareceu completamente

do meio de cultura sem levar a formagdao de novos compostos aromaticos

identificaveis por HPLC.

O isolado de Candida oleophila em analise, quando colocado a crescer em

meio com 100 mg/L de acido 4-hidroxibenzodico, 3,4-di-hidroxibenzdico e 2,5-

dihidroxibenzadico revelou que mantém células viaveis durante o periodo de incubagao.

A densidade o6ptica do meio de cultura aumenta, até aproximadamente Ags= 0,2 mas
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nao ultrapassa este valor. Estes resultados revelam que estas concentracdes ndo sao
suficientes para manter o crescimento da estirpe. No entanto, pode especular-se que

estes acidos fenodlicos nao sao téxicos para este isolado.

3.4.3. Metabolismo celular dos acidos fenilpropandides no isolado de C.
oleophila

O isolado de C.oleophila é ainda capaz de metabolizar compostos
fenilpropandides substituidos como fonte Unica de carbono e energia, nomeadamente
0 acido 4-hidroxicindmico e o acido 3,4-di-hidroxicindmico.

Em acido 4-hidroxicinamico, a concentragcdo de 1000 mg/L, o crescimento teve
inicio apés uma fase de laténcia longa (quatro dias). Esta molécula foi metabolizada
pelo isolado com producéao intermédia de acido 4-hidroxibenzoico (portanto via acido
benzdéico correspondente), como se pode verificar pelos cromatogramas obtidos por

HPLC durante os ensaios de crescimento (Figura 5.4.)

Acido 4-hidroxicinamico (TO dias)
Acido 4-hidroxibenzdico (T15 dias)

Acido 4-hidroxicinamico (T5 dias)

Acido 4-hidroxicinamico (T15 dias)

{,

B VOV

T T T T
0 5 10 15 20

Tempo [min.]
Figura 5.4. Cromatogramas obtidos por anadlise de amostras do meio recolhidas durante o
crescimento de Candida oleophila em meio com acido 4-hidroxicindmico a 1000 mg/L como

fonte unica de carbono e energia.

A degradagcdo de compostos cindmicos é normalmente efectuada pela
conversao destes nos seus equivalentes acidos fenilpropendides/fenolcarboxilicos
(Chamka et al., 2001; Di Gioia et al., 2002) ou, ainda, pela sua conversao em acidos
benzéicos ou aldeidos aromaticos de valor comercial (como a vanilina ou
benzaldeidos) (Delneri et al., 1995; Brunati et al., 2004). A primeira via degradativa
referida encontra-se bem descrita em bactérias aerdbias e anaerdbias. Em isolados de
fungos e leveduras, o crescimento, usando como fonte Unica de carbono e energia
este acido, nao foi muito explorado. Chtourou e colaboradores (2004) obtiveram bons
resultados de biodegradagdo de acido 4-hidroxicindmico, utilizando culturas de

Trichosporum cutaneum, que metabolizou este composto a concentracao de 1000
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mg/L. Este isolado apresentou a menor fase de laténcia, de entre os compostos que
testaram, tendo sido metabolizado por hidroxilagdo do nucleo benzénico, seguida de
clivagem oxidativa e finalmente assimilagao dos compostos por ($-oxidagado. Brunati e
colaboradores (2004), num estudo alargado com mais de 500 isolados de
actinomicetas, revelaram que os mesmos podem apresentar diferentes formas de
utilizar os cinamatos como substratos, dependendo do isolado. A via de degradacgéao
usada pelo isolado de Candida oleophila em estudo, tera sido a conversao do acido 4-
hidroxicindmico em acido 4-hidroxibenzoico. Este composto, a semelhanga do que
ocorreu no crescimento em que era fonte Unica de carbono e energia, tera sido
convertido em acido 3,4-di-hidroxibenzoico, sendo finalmente clivado para entrar na
rota do [B-cetoadipato. Esta via metabdlica foi proposta também para isolados de
Acinetobacter (Delneri et al., 1995).

O acido 3,4-di-hidroxicinamico € um acido cindmico dihidroxilado que foi
metabolizado pelo isolado de C.oleophila as concentragées de 1000 mg/L e 100 mg/L,
sendo dos compostos testados o Unico que permitiu o crescimento as duas
concentragdes. Na Figura 5.5. mostram-se os resultados de crescimento obtidos, para

este composto fendlico, a concentragdo de 100 mg/L.

Voltagem

[mv]

2,57 I .
Ac. 3.4-dihidroxicinamico (TO dias) / | Composto néo identificado

2,0

A.C' 4-hidroxibenzoico (T23 dias) (\ Ac. 3 4-dihidr ﬁbenz{'}ico (T22 dias)
\

1,57 | |
Composto nao identificado

1,0

0,57

0,0~

Tempo fmin]

Figura 5.5. Cromatogramas obtidos por anadlise de amostras do meio recolhidas durante o
crescimento de Candida oleophila em meio com &cido 3,4-di-hidroxicindmico a 100 mg/L como

fonte unica de carbono e energia.

A analise da Figura 5.5. revela que a biodegradacdo do acido ocorreu com a
formagao transitéria de dois compostos. Em primeiro lugar forma-se o acido 3,4-
dihidroxibenzadico, e posteriormente o acido 4-hidroxibenzdico. Apds o consumo destes
dois metabolitos, o crescimento terminou com a formacdo de um composto mais
hidrofilico e um outro mais hidrofébico, ndo identificados.

A degradacdo de acidos cindmicos nao substituidos ndo € comum entre os

microrganismos (Delneri et al., 1995; Huang et al., 1993; Casa et al., 2003), uma vez
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que a presenca de pelo menos um grupo hidroxilo é essencial para o seu metabolismo
(Andreoni et al., 1995). Tendo-se demonstrado, entre bactérias e fungos, que o
metabolismo de acidos fenilpropendicos substituidos (particularmente na posig¢éao para
do anel benzéico) como os acidos cafeico e ferulico, como fonte Unica de carbono e
energia, permite o crescimento de isolados, especulou-se que a existéncia de grupos
hidroxilo € determinante para a indugcdo de enzimas capazes de converter estes
compostos em intermediarios do Ciclo de Krebs (Delneri et al., 1995; Di Gioia et al.,
2001a; Chtourou et al., 2004).

Nos ensaios efectuados com o isolado de Candida oleophila, e que se
apresentam nesta tese, a degradacdo do acido 4-hidroxicindmico ocorreu com
formacao de acido 4-hidroxibenzoico, € no caso do acido 3,4-di-hidroxicindmico, para
além deste mesmo acido benzdico, ainda com formacao intermédia de acido 3,4-di-
hidroxibenzoéico. Esta via de degradacdo de acidos cindmicos foi reconhecida em
estirpes de Ralstonia, Comamonas, Sphingomonas e Pseudomonas, tendo os autores
identificado actividade elevada de duas enzimas, a protocatequato 4,5-di-
hidroxigenase (que executa clivagem extradiol) e a protocatequato 3,4-dioxigenase
(que faz a clivagem intradiol) (Di Gioia et al., 2002). Outros isolados bacterianos
utilizaram a mesma rota (Clostridium — Chamka et al., 2001). No entanto, o produto
final da degradagao dos acidos cindmicos foi o respectivo acido benzéico, que se
manteve inalterado. Em espécies de Actinomycetes (cerca de 500 testadas), Brunati e
colaboradores (2004) verificaram que o metabolismo do acido cindmico pode ocorrer
com a sua degradacdo total, com a formagdo dos compostos benzdicos
correspondentes, ou ainda com a conversdo do acido cindmico nas suas amidas

correspondentes.

3.4.4. Metabolismo celular de compostos fendlicos com substituintes metoxilo
no isolado de C.oleophila

Avaliaram-se, ainda, como fonte Unica de carbono e energia, trés compostos
com substituintes metoxilo. Dois acidos monometoxilados, ambos na posi¢cao 3 do
anel, os acidos 4-hidroxi-3-metoxibenzodico e 4-hidroxi-3-metoxicindmico, e ainda um
acido fendlico dimetoxilado, nas posigdes 3 e 5 do nucleo benzénico, o acido 4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzadico.

O acido cindmico metoxilado ndo permitiu o crescimento do isolado de
C.oleophila.

Quanto aos acidos benzéicos metoxilados, a concentracio testada foi de 100
mg/L. Ndo se apresentam resultados obtidos com concentragbes superiores, pois em

ensaios preliminares, o isolado de C.oleophila ndo cresceu na presenga destes acidos
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com uma concentragdo de 500 mg/L (dados nao apresentados). Para ambos os
compostos fendlicos, o isolado de Candida oleophila apresenta fases de laténcia
idénticas. A analise dos cromatogramas obtidos permitiu inferir que o crescimento se
faz com o consumo quase imediato dos compostos em analise e formacao intermédia
de acido 4-hidroxibenzéico (para o acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico) (Figura 5.6.) e
acido 3,4-di-hidroxibenzéico (para além de 4-hidroxibenzdico) no caso do crescimento
com acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico (Figura 5.7.). Estes metabolitos intermédios
foram, entretanto, consumidos e convertidos em catecol no periodo final de incubacgao.

Landete e colaboradores (2008) estudaram o efeito dos acidos 4-hidroxi-3-
metoxicindmico, 4-hidroxi-3-metoxibenzdico e 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico em
espécies de Lactobacillus (i.e. L.plantarum) tendo verificado que o isolado apenas
metaboliza o acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico, sendo incapaz de metabolizar os
outros compostos. Chtourou et al. (2004) analisaram alguns isolados de Trichosporon
cutaneum e confirmaram que também ndo metabolizam o &cido 4-hidroxi-3-
metoxibenzodico. Em analises efectuadas com isolados de Pseudomonas, Di Gioia e
colaboradores (2001a) demonstraram a utilizagéo pela estirpe, quer de acido 4-hidroxi-
3-metoxibenzodico, quer de &cido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico. Nesse estudo
identificaram, ainda, a actividade da enzima 4-metoxibenzoato monoxigenase, que
tera convertido o acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico em acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzodico e, posteriormente, em acido 3,4-di-hidroxibenzdéico que depois foi

metabolizado.

Voltagem

Ac. 4-hidrox-3-metoxibenzéico (TO dias)

Ac. 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (T7 dias)

Ac. 4-hidroxibenzdico (T19 dias)

A

1,4-dihidroxifenol (T25 dias) } [

S

0 5 10 15 20

Tempo

Figura 5.6. Cromatogramas obtidos por analise de amostras do meio recolhidas durante o
crescimento de Candida oleophila em meio com acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoéico a 100 mg/L

como unica fonte de carbono e energia.

No caso do isolado de C.oleophila apresentado nesta tese, e com base nos
resultados dos cromatogramas, a via de biodegradagdo destes dois compostos

metoxilados decorrera, também, pela sua conversdo em acidos benzdicos

[min.]
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desmetoxilados. No caso dos acidos 4-hidroxi-3-metoxibenzoéico e 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoico ter-se-ao convertido em acido 4-hidroxibenzoico, que foi sendo
metabolizado com a formagao de catecol.

Os resultados obtidos com o isolado de Candida oleophila apresentam
semelhangas com outros previamente publicados, permitindo, conjuntamente com
estes, concluir que a actividade metabdlica de compostos aromaticos entre os
microrganismos € muito variavel e dependente da estirpe/espécie. Esta variabilidade
resulta de varios factores que incluem o isolado em analise, os compostos aromaticos
utilizados, o objectivo do estudo e as condigdes experimentais.

O fenol é a unidade estrutural basica de uma variedade de compostos fendlicos
cujos efeitos nefastos estdo bem documentados, sendo um dos mais comuns
poluentes de meios hidricos e gasosos (Agarry et al., 2008). A degradacdo deste
composto é conseguida por numerosos microrganismos, desde bactérias aerdbias e
anaerdbias, passando por fungos uni ou pluricelulares. As vias metabdlicas de

degradacao do fenol foram alvo de revisdo recente por Agarry e colaboradores (2008).

Voltagem

Ac. 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (TO dias)

1.,4-dihidroxifenol (T23 dias)

Ac. 3,4-dihidroxibenzéico (T7 dias )

Ac. 4-hidroxibenzoico|(T4 dias)

T
0 5 10 15 20

Tempo (min)
Figura 5.7. Cromatogramas obtidos por analise de amostras do meio recolhidas durante o
crescimento de Candida oleophila em meio com acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico a 100

mg/L como fonte Unica de carbono e energia.

O metabolismo microbiano catabdlico de compostos aromaticos (fenol e seus
derivados) estd bem documentado no grupo dos seres vivos procariontes,
particularmente no género Pseudomonas (Santos e Linardi, 2004; Stoilova et al., 2007,
Stanchev et al., 2008). Outros géneros que revelaram capacidade de usar estes
compostos como fonte Unica de carbono e energia, ou degrada-los em misturas
complexas, incluem bactérias dos géneros Acinetobacter, Alcaligenes, Clostridium,
Comamonas, Lactobacillus, Ralstonia, Rhodococcus e Sphingomonas (Delneri et al.,
1995; Chamkha et al., 2001; Di Gioia et al., 2001a,b); Di Gioia et al., 2001b; Di Gioia et
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al., 2002; Ahuatzi-Chacon et al., 2004; Landete et al., 2008). Algumas investigacdes
foram também efectuadas usando microalgas (Lovell et al., 2002; Pinto et al., 2002).

A utilizacdo de fungos filamentosos ou leveduras em tecnologias de
biorremediagdo ndo estd ainda considerada em detalhe, mas estes seres vivos
apresentam distribuicdo ubiqua na natureza e capacidade de degradacdo de
substancias naturais complexas como a lenhina, a celulose ou a quitina. Possuem,
ainda, a capacidade de se adaptar facilmente a condi¢gdes extremas de crescimento,
como sejam o baixo pH, o conteido limitado de agua e nutrientes. Pelo facto de
secretarem enzimas extracelulares possuem a capacidade de tolerar e degradar
diversos compostos toxicos (Stanchev et al., 2008). Varias investigacdes
demonstraram a capacidade que fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus,
Geotrichum, Fusarium, Graphium, Phanerochaete tém de degradar compostos
fendlicos (Garcia-Garcia et al., 2000; Sampedro et al., 2004; Santos e Linardi, 2004;
Stoilova et al., 2007; Stanchev et al., 2008). A utilizagdo de leveduras em ensaios
semelhantes estd menos disseminada mas pode ser encontrada alguma bibliografia
sobre a capacidade que leveduras exibem em utilizar compostos fendlicos, quer como
fonte Unica de carbono e energia, quer em misturas variadas dos mesmos compostos.
As espécies utilizadas incluem estirpes de Candida tropicalis, C.cylindracea, C.
rugosa, Trichosporon cutaneum e Yarrowia lipolytica (Lee et al., 2001; Ettayebi et al.,
2003; Ahuatzi-Chacoén et al., 2004; Chtourou et al., 2004; Paca et al., 2007; Gongalves
et al., 2009).

Na bibliografia consultada, quer para procariontes, quer para eucariontes, o
fenol e a sua degradacgao esta amplamente documentada. Na presenca de oxigénio, a
degradacao inicia-se geralmente pela hidroxilagdo, por uma monoxigenase fenol-
hidroxilase, na posi¢cao orto do anel benzénico, levando a formagao de catecol. O
segundo passo consiste na clivagem do catecol por catecol-dioxigenases. Esta
clivagem pode ocorrer na posigdo orto, sendo a reac¢gdo mediada pela catecol 1,2-
dioxigenase (EC 1.13.11.1). Neste caso, o catecol é convertido posteriormente em
acido cis,cis-muconico, que leva a formagdo de succinato e acetil-CoA, podendo
depois ser utilizados no Ciclo de Krebs. Esta via degradativa é também designada de
via do B-cetoadipato. A clivagem do catecol pode ainda ocorrer na posicao meta, com
formacgédo intermédia de semialdeido 2-hidroximucédnico, seguida da formacgido de
formato, piruvato e acetaldeido (Lee et al., 2001; Ahuatzi-Chacén et al., 2004; Paca et
al., 2007; Agarry et al., 2008). Apesar de pouco descrita na literatura, Lee e
colaboradores (2001) confirmaram esta via catabodlica do catecol em leveduras da

espécie Yarrowia lipolytica. Existem, no entanto, publicagbes que indicam que a via da
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meta-clivagem nao esta descrita em leveduras e fungos (Santos e Linardi, 2004;
Agarry et al., 2008).

A degradacao de outros compostos fendlicos, distintos do fenol, € menos
conhecida, pois cada grupo de investigagao tem testado moléculas distintas consoante
os objectivos do estudo. No entanto, em todos é consensual que ocorre a
transformagao dos compostos iniciais num numero limitado de compostos intermédios,
normalmente o catecol (simples ou substituido) e o acido 3,4-di-hidroxibenzoico
(Reineke e Knackmuss, 1988; Priefert et al., 1997; Santos e Linardi, 2004). Na maior
parte dos casos descritos, estes intermediarios dihidroxilados sédo canalizados para a
orto-clivagem, via rota do B-cetoadipato, que leva a formacao de compostos de rotas
metabdlicas cruciais como o Ciclo de Krebs.

Este esquema geral de rotas catabdlicas para compostos aromaticos sugere
que os microrganismos estenderam o seu intervalo de utilizacdo de substratos,
desenvolvendo enzimas periféricas capazes de converter substratos iniciais em um
dos intermediarios centrais. Este mecanismo pode contribuir para a adaptacao
metabdlica de fungos ubiquos na natureza, expostos a xenobidticos e a varios
compostos aromaticos, como alguns dos que se podem identificar em aguas residuais
de lagares de azeite (Santos e Linardi, 2004).

Os resultados acima apresentados e discutidos, revelaram pela primeira vez a
utilizacdo de compostos aromaticos derivados do fenol por uma levedura da espécie
Candida oleophila. Permitiram, ainda, verificar que compostos intermediarios sao
formados durante o seu metabolismo, e concluir que este isolado apresenta uma boa
capacidade de crescer e de utilizar como fontes Unicas de carbono e energia varios
compostos fenodlicos. De entre estes, o isolado de C.oleophila utiliza compostos
substituidos hidroxilados e metoxilados. E ainda possivel inferir que o metabolismo
dos compostos fendlicos avaliados integra a formacéao de catecol, e/ou de acido 3,4-di-
hidroxibenzdico, o que pressupde a existéncia de uma via metabdlica de clivagem do
nucleo benzénico por catecol dioxigenases, e por protocatequato dioxigenases, ambas
levando a formacdo de compostos da via do B-cetoadipato. Esta rota pressupde a
formacao de piruvato e acetil CoA, que entrardo noutras rotas metabdlicas celulares
principais, como o Ciclo de Krebs. A pesquisa da actividade destas enzimas é um
assunto que se encontra ja em fase preparatoria de investigacao.

Em resumo, pode afirmar-se que a capacidade que um microrganismo tem de
usar um determinado composto, estara relacionada com o numero, tipo e posi¢ao dos
substituintes que entram na constituicdo da molécula em questdo. Normalmente,
quanto maior o numero de substituintes, mais téxica e menos degradavel se torna a

substancia. Acrescenta-se, ainda, que as substituicbes na posi¢ao orto e na posicao
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para do anel benzénico sao frequentemente mais degradaveis do que as substituicbes
na posicdo meta, como se verificou nos resultados obtidos com este isolado de
Candida oleophila e também ja documentado por outras investigagées (Agarry et al.,
2008).

3.5. Avaliagdo da Toxicidade de aguas rugas tratadas apoés incubagcdo com o

isolado de Candida oleophila

3.5.1. Caracterizacao fisico-quimica da agua ruga antes e apds o tratamento com
Candida oleophila

Como se referiu ao indicar os objectivos do trabalho apresentado neste
capitulo, apos avaliagdo da capacidade de Candida oleophila para usar compostos
fendlicos normalmente presentes em aguas rucas, como unica fonte de carbono e
energia, testou-se a sua capacidade de crescer e metabolizar estes compostos em
aguas residuais colhidas na CAOM, sem diluigdo e sem adigdo de suplementos.

A toxicidade foi avaliada recorrendo a testes de germinagao, considerada uma
escala macro, testes de inibicdo de luminescéncia de bactérias, considerada uma
escala micro, e na actividade bioenergética de mitocondrias, considerando uma escala
sub-celular e molecular.

As aguas rucgas utilizadas neste ensaio experimental foram recolhidas na
CAOM durante a campanha oleicola correspondente ao ano 2005/2006. A amostra foi
retirada das aguas depositadas conjuntamente com a pasta de azeitona, desde o
inicio da laboragdo continua, numa bacia de evaporagédo, localizada no exterior das
instalagcdes da Cooperativa Agricola.

Pelo facto de terem estado algum tempo sujeitas a processos de oxidagao
naturais, estimaram-se alguns parametros fisico-quimicos, para caracterizar
sumariamente a agua rucga utilizada nos ensaios de toxicidade.

A agua ruga apos filtragao e esterilizagdo apresentou valores de CQO de 3740
mg/L, condutividade de 37,7 mS, Abszg de 2,62 e teor em polifendis totais de 618
MQac.cafeicd/L. OS Mesmos parametros foram avaliados 30 dias depois da inoculagao
com Candida oleophila. Assim, a agua ruga apos 30 dias de incubacéo apresentava
valores de CQO de 1685 mg/L, condutividade de 12,5 mS, Abszg, de 3,20 e teor em
polifendis totais de 103 Myac careico/L (Tabela 5.4).

A diminui¢do do teor em matéria organica, revelada pelo abaixamento em 55%
do valor da CQO, conjuntamente com uma diminuicdo em 83% do teor em polifendis
totais, demonstra a capacidade que o isolado possui de metabolizar algumas

substancias presentes na amostra, utilizando-as para o seu crescimento.
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Tabela 5.4. Parametros fisico-quimicos avaliados nas amostras de agua rugca antes da

incubagéo (ARnt) e apds a incubagédo de um més (ARt) com o isolado seleccionado de Candida

oleophila.
Parametros Fisico-Quimicos Agua Ruga Nao Agua Ruga Tratada com
Analisados Tratada (ARnt) isolado de Candida % Remocgao
oleophila (ARt)

CQO (mgO2/L) 3740 1685 55
Condutividade (mS) 37,7 12,5 77
Absorvanciasgonm 2,62 3,20 122
Polifendis Totais (Myac cafeico/L) 619 103 83

Outras equipas de investigacao testaram a eficiéncia de fungos na remogao de
matéria organica, a partir de amostras de aguas rugas (Sayadi and Ellouz, 1995;
Vinciguerra et al., 1995; D’Annibale et al., 1998, 2004; Hamman et al., 1999; Assas et
al., 2000; Garcia et al., 2000; Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Kachouri et
al., 2005; Aissam et al., 2007; Martinez-Garcia et al., 2007, 2009; Sassi et al., 2008;
Asses et al., 2009a; Gongalves et al., 2009). As maiores eficiéncias registaram-se para
fungos filamentosos das espécies Phanerochaete chrysosporium (78% remocéo da
COD) (Garcia Garcia et al., 2000; Sayadi e Ellouz, 1995) e Panus tigrinus (79,4%
remocéo da CQO) (D’Annibale et al., 1998). Estas espécies cresceram em amostras
de agua ruca com carga organica inicial de 80 gO,/L, e 43 gO,/L, respectivamente,
mas com meio suplementado, com compostos de azoto, para apresentar razées de
C/N elevadas. De um modo geral, as leveduras apresentam uma eficiéncia de
remocao mais baixa, provavelmente, porque as suas células sdo mais pequenas, €
crescem menos do que os longos micélios dos fungos filamentosos. Sassi et al. (2008)
e Gongalves et al. (2009) ao testarem leveduras de colec¢des (Candida rugosa PYCC
3238, 62,2% de remocdo de CQO) ou isoladas de ambientes naturais (Candida
diddensiae ymc78 isolado de agua ruga, 64,8% remocdo da CQO) apresentaram
resultados semelhantes aos que se registaram para o isolado de Candida oleophila. E
importante registar que as maiores eficiéncias de remogao da carga orgéanica, obtidas
para culturas com fungos filamentosos, ocorreram em meios suplementados para
aumentar a disponibilidade de azoto, ao contrario dos ensaios efectuados com o
isolado em estudo nesta tese. No entanto, num ensaio comparativo entre isolados de
Geotrichum sp., Aspergillus sp, e Candida tropicalis, a equipa de Fadil (2003)
demonstrou que a levedura apresentou maiores eficiéncias de remocao da CQO, se a

cultura fosse agitada. Comparando as eficiéncias entre os microrganismos, pode-se
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especular, que as leveduras apresentam uma capacidade notavel para crescer neste
tipo de agua residual, e que possuem um elevado potencial para remover a carga
organica.

A diminuicao do teor em compostos fendlicos foi acompanhada de um aumento
da coloracdo da amostra, medida pela absorvancia a 390 nm. Este processo de
escurecimento e aumento da cor foi também registado por outras equipas de
investigacao (Asses et al., 2009b). Resulta dos processos de oxidacao e polimerizagao
de compostos fenodlicos monomeéricos, originando polimeros complexos de coloragao
recalcitrante (Asses et al., 2009b). Esta oxidacao é favorecida pela agitacao (Asses et
al., 2009a) e pela esterilizagao prévia da agua ruca (Fontoulakis et al., 2002; Aggelis et
al., 2003).

A remocao de compostos fendlicos pode ser efectuada por bactérias, leveduras
e fungos (Martinez-Garcia et al., 2009). Recentemente, investigou-se a capacidade
que alguns isolados de leveduras expressam para o tratamento de aguas rugas,
conjugando este processo com a produgdo de compostos de valor acrescentado,
como sejam, a producdo de biomassa e de enzimas (Lanciotti et al., 2005). Algumas
das espécies estudadas incluem isolados de Candida tropicalis, C.cylindracea, C.
rugosa, Trichosporon cutaneum e Yarrowia lipolytica (Lee et al., 2001; Ettayebi et al.,
2003; Ahuatzi-Chacoén et al., 2004; Chtourou et al., 2004; Paca et al., 2007; Gongalves
et al., 2009).

Conforme a analise efectuada nos capitulos 3 e 4 deste trabalho, e de acordo
com as publicagdes de Sassi et al. (2006) e Amaral et al. (2008), as leveduras
revelaram ser organismos predominantes nas aguas rugas, comparativamente com
bactérias e fungos.

Sassi e colaboradores (2008) isolaram cerca de 100 leveduras a partir de
amostras de agua ruga, de lagares marroquinos, e testaram a sua capacidade para
crescer e remover fendis de amostras de agua rucga esterilizada e nao diluida, de
forma semelhante ao procedimento que foi efectuado neste trabalho. Os valores mais
elevados, registados por estes autores, foram obtidos com isolados de Candida
diddiensis, C.holstii e Pichia sp, que removeram cerca de 40% do teor em fendis totais.

Algumas leveduras foram também testadas, com o objectivo de remover
alguma matéria fendlica, como pré-tratamento para digestdo anaerdbia. O tratamento
aerdbio com isolados de Candida tropicalis foi feito em agua ru¢a nao diluida, em
mistura com soro de queijo (Martinéz-Garcia et al., 2007) ou efluentes suinicolas
(Martinéz-Garcia et al., 2009). Ambos obtiveram resultados semelhantes, tendo-se

registado uma maior eficiéncia do processo anaerdbio, pois no pré-tratamento,
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removeu-se alguma carga organica, e o teor em compostos fendlicos, que provocam
alguma inibicdo metanogénica, foi baixado em 51%.

Noutras publicagbes, usando agua ruga com suplementos inorganicos de azoto
e fosforo, foi possivel registar valores elevados de remogdo de matéria fendlica
usando fungos como Panus tigrinus, que removeu mais de 75% do teor em polifendis
totais (D’Annibale et al., 2004) ou Lentinus edodes, que baixou em 88% o teor em
compostos fendlicos (D’Annibale et al.,, 1998). Mais recentemente Gongalves et al.,
(2009) testaram algumas leveduras das espécies Candida rugosa, C.cylindracea ou
Yarrowia lipolytica, e estas nao revelaram as capacidades mais adequadas para a
remocao de fendis, pois os valores mais elevados registados no estudo foram 31% de
remocao. Importa, no entanto, salientar, que a carga organica inicial, elevada, pode ter
contribuido para as baixas eficiéncias obtidas.

O isolado de Candida oleophila, usado nesta tese, revelou, comparativamente
com os registos apontados nos paragrafos anteriores, eficiéncia de remocédo de
compostos fendlicos de agua rugca ndo diluida, ndo suplementada e esterilizada,
semelhantes aos referidos para espécies de fungos da podriddo branca. Recorda-se
que estes possuem um sistema enzimatico, de secrecdo extracelular, altamente
eficiente para a degradagdo de compostos fendlicos, sistema ndo identificado, tanto
quanto se sabe até ao momento, em leveduras. Uma das razbes que podera estar a
contribuir para esta elevada eficiéncia, sera a proveniéncia do isolado, que se obteve

directamente a partir de amostras de agua ruga.

3.5.2. Caracterizagdao dos compostos fendlicos presentes nas amostras de aguas
rucas antes e apos tratamento com o isolado de Candida oleophila

Simultaneamente com esta caracterizagao fisico-quimica, efectuou-se também
a caracterizacdo por HPLC dos compostos fendlicos presentes nestas amostras. O
cromatograma tipo obtido esta apresentado na Figura 5.8.

A observacao do cromatograma permite verificar que estas aguas residuais sao
muito ricas em compostos aromaticos, nos quais se incluem os compostos fendlicos.
Para a identificacdo das substancias fendlicas, dando particular importancia as
moléculas de baixo peso molecular, recorreu-se a injeccao de padrbes externos puros,
€ compararam-se 0s seus tempos de retengcdo bem como os espectros de Ultra-
Violeta (UV), com os compostos que se pretendia identificar. Foi possivel identificar
oito substancias (indicadas de acordo com tempos de retengdo crescentes): acido
galico (GAL), hidroquinona (HiQ), acido 4-hidroxibenzéico (pHB) , catecol (CAT),
hidroxitirosol (HYT), acido 4-hiroxifenilacético (pHFac), acido 4-hidroxi-3-

metoxibenzoico (VAN), acido 4-hidroxicinamico (CUM) (Tabela 5.5). Quanto a
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abundéncia dos compostos identificados, verificou-se queo &acido galico, a
hidroquinona e o catecol foram os que surgiram em maiores concentragdes, seguidos

pelos acidos 4-hidroxifenilacético, e 4-hidroxibenzoico.

70,0 MagaFenolicosFrancisco08032009 #75 13 UVv_VIS 1
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Figura 5.8. Cromatograma tipo de amostra de agua ruga obtida na CAOM, antes do tratamento

com o isolado selvagem de Candida oleophila.

Procedeu-se ainda ao mesmo tipo de analise um més depois da agua ter sido

inoculada com o isolado selvagem de Candida oleophila. O cromatograma obtido

depois deste tratamento encontra-se na Figura 5.9, e um resumo dos compostos

fenodlicos bem como as suas abundancias relativas sdo apresentados na Tabela 5.5.
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Figura 5.9. Cromatograma da agua rucga tratada com Candida oleophila apés 1 més de

incubacao.
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De uma forma geral, o tratamento com o isolado de Candida oleophila resultou
numa diminuicdo de muitos dos compostos fendlicos originalmente presentes na
amostra. A levedura foi capaz de metabolizar a hidroquinona, o catecol, os acidos 4-
hidroxifenilacético, 4-hidroxi-3-metoxibenzdico, 4-hidroxicindmico e tanico, assim como
o tirosol, diminuindo as suas concentracbes nas amostras (Tabela 5.5). Destes,
consumiu completamente os acidos 4-hidroxi-3-metoxibenzdico e 4-hidroxicinamico.
Quanto aos restantes, a levedura foi capaz de metabolizar os compostos com maior
ou menor extensdo, variando a acg¢do sobre cada um deles. A hidroquinona e o
catecol, ambos di-hidroxifendis, que diferem apenas pela posicdo dos grupos hidroxilo
no anel benzénico, sdo, dos compostos identificados, os que existem em maiores
proporcdes, e também os que sdo metabolizados em grande extensao. A hidroquinona
€ metabolizada em cerca de dois tercos da sua concentragdo inicial, enquanto o
catecol € removido em 33%. Como provaveis metabolitos secundarios da acgao da
levedura sobre os compostos fendlicos da agua ruga, verificou-se um aumento de

acido 4-hidroxibenzadico e hidroxitirosol.

Tabela 5.5. Identificagdo e abundancia relativa dos compostos fendlicos das amostras de agua

ruca antes e apoés tratamento com Candida oleophila.

TR Composto Agua Ruga Nao Abundancia Agua Ruga Abundancia
(min) Tratada Relativa Tratada Relativa

(mAU*min) (%) (1més)

(mAU*min)

2.51 ni 9.411 7.46 4.910 6.39
2.68 ni 6.649 5.27 6.337 8.25
2.88 ni
3.08 GAL 23.225 18.43 9.427 12.27
3.77 HiQ 15.484 12.28 5.102 6.64
4.18 ni 17.770 14.09 9.007 11.72
4.76 pHB 7.404 5.87 10.450 13.60
5.27 CAT 17.427 13.83 13.450 17.51
5.50 ni
5.75 HYT 2.060 1.63 2.308 3.00
6.35 ni. 1.048 0.83 1.582 2.06
7.94 ni 1.846 1.46
8.33 pHFac 7.017 5.56 5.978 7.78
8.76 ni 1.093 0.86 1.722 2.24
8.98 ni
9.96 VAN 1.896 1.50
11.31 ni. 2.819 2.24 2.904 3.78
14.37 CcCum 1.374 1.09
14.83 ni 1.079 0.86
16.21 ni 1.288 1.02
22.01 ni 1.136 0.90
24.20 TAN 2.479 1.97
37.02 ni
48.11 ni
65.82 ni 3.528 2.79 3.645 4.74
Total 126.033 100 78.622 100
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Quando se promoveu o crescimento do isolado selvagem de Candida oleophila
em solugdes modelo, onde a fonte de carbono e energia era unicamente um composto
fendlico, retiraram-se varias conclusdes (que foram ja discutidas), nas quais se incluiu
o facto de o isolado nao se desenvolver em todos os compostos fendlicos testados. No
entanto, todos os compostos que se usaram no crescimento do isolado est&o
presentes nestas amostras de agua ruga, e ndo se revelaram toxicos para a levedura.
Esta dualidade de resultados € interessante e importante, porque corrobora a ideia
apresentada na seccdo anterior, de que, os compostos fendlicos monoméricos nao
sao toxicos para esta levedura, mas a sua utilizagcdo metabdlica esta condicionada
pela presenga no meio de outra fonte de carbono mais facilmente metabolizavel. Por
outro lado, pode-se especular que algumas enzimas que a levedura consegue
segregar, para promover a utilizagdo de um determinado composto, ndo tém
actividade sobre outros, mesmo que de composicdo molecular semelhante.

A bibliografia, versando o assunto em analise, é conclusiva, ao afirmar que o
metabolismo geral de compostos aromaticos, efectuado por leveduras e fungos, tem
como produtos intermediarios um grupo restrito de compostos, que s&o depois
convertidos noutros que, facilmente, podem ser integrados em vias metabdlicas
celulares principais. Um dos compostos intermédios é o catecol (Reineke e
Knackmuss, 1988; Priefert et al., 1997; Santos e Linardi, 2004). A clivagem do anel
(em posigao orto ou meta) leva a produgao de compostos que podem entrar nas vias
metabdlicas celulares principais. Ambas as vias de clivagem foram identificadas em
fungos filamentosos e unicelulares (Lee et al., 2001; Ahuatzi-Chacén et al., 2004;
Santos e Linardi, 2004; Paca et al., 2007; Stoilova et al., 2007; Agarry et al., 2008;
Stanchev et al., 2008). O isolado de Candida oleophila tinha ja revelado capacidade de
utilizar o catecol como fonte de carbono e energia, o que se confirmou com a
diminuicdo dos valores iniciais deste composto quando em mistura complexa com
outros (na amostra de agua ruga), revelando a sua utilizagao pela levedura.

O segundo composto mais abundante na amostra de agua ruca, e cuja
concentracao diminuiu significativamente com a incubacido com o isolado de Candida
oleophila, foi a hidroquinona. Este composto ndo permitiu o crescimento da levedura
estudada, quando considerado como fonte Unica de carbono e energia. Os resultados
registados no tratamento da agua ruga mostram que este difenol é, largamente,
metabolizado. Landete e colaboradores (2008), ao determinarem concentragbes
minimas inibitérias de compostos fendlicos em isolados de Lactobacillus plantarum,
verificaram que, apesar de inibirem o crescimento quando testadas de forma isolada,
nao se revelaram inibitérias quando usaram o meio industrial de onde tinham sido

extraidos os fendis. Na bibliografia consultada, a comparagdo do comportamento
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microbiano em culturas com uma fonte Unica de carbono, com a cultura em misturas
complexas, é reduzida (Stoilova et al., 2007). Esta, no entanto, reconhecido, que o
metabolismo de um composto numa mistura pode ser fortemente influenciado por
outros compostos presentes na mesma (Egli, 1995). Para além disso, demonstrou-se
que as rotas biodegradativas de uma substancia numa mistura sédo diferentes da sua
degradacao quando esta esteja presente como fonte Unica de carbono (Readon et al.,
2000; Stoilova et al., 2007). O metabolismo de moléculas ortodifendlicas, em misturas
complexas, é referido como preferencial em diversos microrganismos (Vinciguerra et
al., 1995; D’Annibale et al., 1998; Casa et al, 2003), sendo removidos
preferencialmente dos meios de crescimento.

E também referido, nas publicacdes consultadas, que a biodegradacdo de
acidos cindmicos e acidos benzéicos nao hidroxi-substituidos passa pela sua
conversao em acidos benzoicos correspondentes, que podem depois ser
metabolizados para as vias celulares principais (Delneri et al., 1995; Chamka et al.,
2001; Di Gioia et al., 2002; Brunati et al., 2004). Este facto é corroborado no presente
trabalho pelos valores crescentes de acido 4-hidroxibenzdico, cujas concentragdes
aumentam durante o periodo de incubacdo. O desaparecimento dos acidos 4-
hidroxifenilacético, 4-hidroxicindmico e 4-hidroxi-3-metoxibenzdico do meio de cultura
pode ter resultado no aumento do acido 4-hidroxibenzoico.

Como ja foi analisado na seccdo 3.4.3., o 4cido cindmico com substituinte
hidroxilo na posicao 4 do anel benzénico, foi convertido em &cido benzdico
correspondente pelo isolado em estudo. O acido fenilpropendide com um substituinte
metoxilo, o acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico, quando usado como fonte de carbono e
energia, também foi metabolizado em acido 4-hidroxibenzoico pelo isolado de Candida
oleophila. O desaparecimento do acido 4-hidroxicindmico e do acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzodico da agua ruga ao longo do periodo de incubacéo, conjugados com o
aumento da concentragdo de acido 4-hidroxibenzdico, sdo concordantes com as
observagdes anteriormente referidas. Os resultados obtidos com este isolado
assemelham-se a outros registados para isolados de Trichosporum cutaneum
(Chtourou et al., 2004) e numerosos isolados de actinomicetas (Brunati et al., 2004).

A caracterizagdo quimica de compostos fendlicos presentes em extractos de
aguas rucgas revela, muitas vezes, a presenga de quantidades elevadas de
hidroxitirosol, sendo frequentemente referido, conjuntamente com o tirosol, como as
moléculas mais abundantes neste tipo de extracto (Lesage-Meessen et al., 2001; Casa
et al., 2003; Allouche et al., 2004; De Marco et al., 2007; Asses et al., 2009b). As suas

elevadas concentragdes podem ser consequéncia da conversao da oleuropeina neste
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composto, resultante do processo natural de maturacdo da azeitona, bem como de
processos de degradagao microbiana (Visioli et al., 2002).

No que diz respeito aos compostos que nao foi possivel identificar pelo método
utilizado (método do padrao externo), a ac¢do da levedura foi variavel. Durante o
periodo de incubagdo, ocorreu uma remocgdo dos compostos do meio, que tera
acompanhado o crescimento e adaptacdo inicial da levedura. O metabolismo da
levedura e os processos de oxidagdo quimica dos compostos, terdo provocado o
aparecimento de metabolitos secundarios, que se caracterizam por possuirem, de um
modo geral, tempos de retencdo mais longos, tendo portanto propriedades

moleculares mais hidrofobicas.

3.5.3. Efeito do tratamento de aguas rugas com Candida oleophila na germinagao
de sementes de Lepidum sativum

Testou-se o efeito do tratamento das aguas rucas pelo isolado de Candida
oleophila na diminuicdo da toxicidade destas aguas no processo de germinagéo de
sementes de agrido de jardim (Lepidum sativum). As sementes de L.sativum s&o
frequentemente usadas como modelo biolégico de plantas dicotiledoneas em testes de
fitotoxicidade (Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Isidori et al., 2005), pois
revelaram ser das mais sensiveis, entre numerosas espécies vegetais testadas
(Barbero et al., 2001).

Os efeitos foram registados relativamente ao nimero de sementes germinadas
e ainda se verificou o alongamento da raiz jovem, para calcular o indice de
Germinagao (IG). Este indice foi desenvolvido por Zucconi et al. (1981) e adaptado por
Komilis e colaboradores (2005), tendo sido usado neste trabalho, o procedimento
descrito por Komilis et al. (2005).

Na Figura 5.10. encontram-se os registos obtidos nos ensaios efectuados.

A magnitude da fitotoxicidade pode ser indirectamente determinada,
considerando o indice de Germinagdo, uma vez que este aumenta de forma
inversamente proporcional com a toxicidade (Komilis et al., 2005). No caso em andlise,
verificou-se um efeito relativo a diluicdo e ao tratamento com a levedura.

A rega das sementes de agrido, com agua ruga nao tratada, sé permitiu a
germinagdo, quando a diluicdo usada foi de 1 parte de AR em 23 partes de agua. O
indice obtido revelou valores muito baixos, tendo-se verificado que metade das
sementes germinaram, mas o comprimento médio das suas raizes atingiu apenas
cerca de 10% do tamanho médio das raizes nos controlos. Nao se registou
germinagdo para as outras diluigcbes testadas na AR nao tratada, e ainda quando se

usou a agua ruga tratada sem qualquer diluigéo.
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Figura 5.10. Efeito da incubagdo com Candida oleophila e diluigdo da &gua ruga no indice de

Germinacéo e indice de Toxicidade Fendlica (ITF) em sementes de Lepidum sativum. (ARnt/sd —

agua ruga nao tratada sem diluicdo; ARnt %z - agua ruga nao tratada diluida a 50% (v/v) com agua; ARnt 1/12 — agua
ruca nao tratada diluida a 8,5% (v/v) com agua; ARnt 1/24 — agua ruga néo tratada diluida a 4,2% (v/v) com agua;

ARt/sd — agua ruca tratada sem diluigdo; ARt %2 - agua ruca tratada diluida a 50% (v/v) com agua; ARt 1/12 — agua
ruca tratada diluida a 8,5% (v/v) com agua; ARt 1/24 — agua ruga diluida a 4,2% (v/v) com égua).

Apods o tratamento, a agua ruca revelou menor toxicidade, uma vez que logo
com a menor diluigdo (1 AR/1 H,0O) se registou um aumento do IG. Este aumento
atingiu valores semelhantes aos registados para a maior diluigdo, quando se usou
agua nao tratada, no caso da agua ruga tratada com a diluicdo de 1/12. Para a agua
ruca sujeita a tratamento com Candida oleophila, e com diluigdo de 1/24, o indice de
Germinacgao foi maior do que os outros testados. O maior valor deste indice revelou
que o aumento se deveu mais ao comprimento das raizes do que a variacdo da
germinagao. Isto é, no caso da AR tratada, registou-se um nimero maior de sementes
a germinar com a diluigdo intermédia (1/12) do que com a diluicdo maior (1/24). No
entanto, o tamanho das raizes jovens, na diluicdo maior, foi superior, fazendo

aumentar o |G neste ultimo caso.
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A fitotoxicidade de aguas rucas € uma propriedade muito complexa, pois
diferentes compostos podem ser responsabilizados por ela. Apesar dos polifendis
serem frequentemente apontados como os principais responsaveis, facto mais ou
menos aceite, mas nao claramente comprovado, outras substancias presentes nas
aguas rugas podem ter, também, algum papel nas caracteristicas téxicas deste
efluente (Aliotta et al., 2002). Para além dos compostos fendlicos, outras moléculas
pequenas como acidos organicos volateis, alcoois, aldeidos, ou caracteristicas como
baixo pH e alto teor em sais, podem contribuir para a toxicidade da AR (Tomati et al.,
1996; Paredes et al., 1999).

Os testes de fitotoxicidade recorrendo a ensaios de germinagdo tém sido
usados como formas de aferir o efeito de tratamentos, fundamentalmente bioldgicos,
na diminuicdo da toxicidade destes efluentes (Tsioulpas et al., 2002; Aggelis et al.,
2003; Casa et al., 2003; Komilis et al., 2005; Sassi et al., 2006, 2008; Sampedro et al.,
2007).

Num ensaio elaborado para aferir sobre a possibilidade de utilizar agua ruga
nao tratada como fonte de agua de irrigacdo para culturas em Marrocos, os autores
testaram varias dilui¢des na agua ruga proveniente de trés tipos distintos de lagares de
azeite (Sassi et al., 2006). Concluiram que a germinacdo de sementes de cevada
(Ordeum vulgare Var. Tissa) apenas foi possivel quando a agua ruga foi diluida em 16
partes de agua limpa. Concluiram, ainda, que as aguas dos lagares tradicionais de
prensas, mesmo com a elevada diluicao referida, inibiram ainda em parte (20%) a
germinagao de algumas sementes. Num trabalho posterior, a mesma equipa (Sassi et
al., 2008) testou o efeito do tratamento com leveduras das aguas rugas, que usou para
irrigar novamente sementes de cevada. Verificaram, novamente, que a diluicdo da
agua ruca em 50%, favorece o processo de germinagcéo, mas se este efeito for
combinado com o tratamento com isolados de leveduras, o IG apresentado melhora
claramente.

No presente trabalho, a incubacdo com o isolado seleccionado de Candida
oleophila ndo se revelou tao eficiente, pois a diluicdo de 50%, o aumento do IG foi de
1%, comparado com os quase 90% de germinagao, obtidos pela equipa de Sassi e
colaboradores (2008), quando para a mesma diluicdo, trataram a agua ruga com um
isolado de Candida holstii que obtiveram a partir de amostras de AR.

Tsioulpas et al (2002) e Aggelis et al (2003) testaram o efeito do tratamento de
aguas rugas com estirpes de Pleurotus ostreatus, tendo registado uma diminuicdo da
toxicidade para sementes de agrido. No trabalho de Aggelis et al (2003), testaram
também o efeito da diluicdo (50%, 37,5% e 25% de AR em agua), e obtiveram

aumento dos indices de germinagao que variaram entre 16% e 62%, para o melhor
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isolado testado. Nos trabalhos de Tsioulpas et al (2002), a estirpe ATCC 34675 foi a
que apresentou o maior aumento do IG relativamente ao controlo, tendo aumentado
em cerca de 14% mas, mais uma vez, usando AR com alguma diluigdo (75% em
agua).

Casa e colaboradores (2003) usaram lacase pura extraida de fungos Lentinus
edodes, para retirar fendis de AR, e testar o efeito desta “desfenoclizacdo” na
diminuicdo da fitotoxicidade destas aguas em amostras de trigo (Triticum durum
Desf.). Tendo também testado o efeito da diluigcdo, verificaram uma inibicdo da
germinacdo dependente da concentracdo. De forma semelhante aos resultados
apresentados na Figura 5.10, a AR nao diluida bloqueou completamente a germinacéo
das sementes de trigo, e s6 obtiveram alguma germinagao a partir de diluicbes da
agua ruga de 1/8. Os indices de germinagao melhoraram, de forma significativa, apds
o tratamento com a lacase (Casa et al., 2003).

A diluigdo, arejamento, pH e sedimentagdo das AR foram formas simples e
economicas de tratamento propostas por Komilis et al. (2005), cujos efeitos foram
testados também em ensaios de germinabilidade com sementes de tomate
(Lycopersicum esculentum) e chicoria (Cichorium intybus). Verificaram que a diluicao é
a forma de tratamento que mais afectou a germinabilidade das sementes testadas.
Quanto maior for a diluicdo utilizada, menor a fitotoxicidade, uma vez que a diluigao,
per si, diminui a concentragdo de todos os compostos presentes. A diluigdo foi um
factor, que nos testes de germinacdo apresentados nesta tese, também contribuiu,
conjuntamente com o tratamento com Candida oleophila para a diminuicdo da
toxicidade do efluente.

Por considerarem que a toxicidade das AR se deve especialmente a sua
composicgao fendlica, Tsioulpas e colaboradores (2002) propuseram um parametro que
correlaciona o indice de Germinagdo com a toxicidade dos compostos fendlicos, o
indice de Toxicidade Fendlica (ITF). Neste trabalho, efectuou-se o calculo deste indice
(Figura 5.10), no sentido de verificar se a actividade do isolado de Candida oleophila
diminuiu a concentragdo fendlica, e se esta diminuicdo se correlaciona com a
diminuicao de toxicidade, e aumento do IG.

No sentido de obter as possiveis correlacbes entre estes factores, trataram-se
estatisticamente os resultados obtidos, usando o software KaleidaGraph versao 4.0
(Synergy Software) para Windows. Calculou-se para os factores em analise o teste de
t-Student e uma analise de varidncia (ANOVA). Os resultados estdo sumariados na
Tabela 5.6.

O teste estatistico t-Student analisa as diferengas entre as médias de dois

grupos, sendo estes dependentes ou independentes. O valor de t indica a relagao
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entre os grupos, associado a uma probabilidade (p) que mostra se as médias sao
estatisticamente diferentes. Associa-se ainda uma analise de correlagdo entre os
grupos, cuja probabilidade (p) indica a significAncia da correlagdo. Assim, apos a
realizacao deste teste, verificou-se que a média obtida para a concentracido fendlica
nas aguas rucas [Fendis] apresenta diferengas altamente significativas (p<0,001),
relativamente as obtidas com os indices de Germinagao (IG) e de Toxicidade Fendlica
(ITF). Estas diferengcas sao muito significativas (p<0,01) entre os dois indices
calculados. Quanto as correlagdes entre os indices e a concentragéo fendlica, verifica-
se que o IG apresenta uma probabilidade altamente significativa de estar
correlacionado com a concentragao fendlica, variando de forma inversa. Isto significa
que o IG tendera a aumentar com a diminuigao do conteudo fendlico da agua com que
se irrigam as sementes. Obteve-se uma relagdo semelhante entre o IG e o ITF,
indicando que o IG tende a ser maior quanto menor for o ITF. Ja a correlagdo entre o

ITF e a concentragéo fendlica ndo apresenta significancia estatistica.

Tabela 5.6. Analise estatistica geral e testes de t-Student e ANOVA dos factores analisados

nos ensaios de germinagao.

Variaveis N° Médio Sementes Germinadas Tamanho Médio das Sementes Indice de [fendis] Indice Toxicidade
Estatisticas Germinadas (mm) Germinagao (IG) g/L Fendlica (ITF)
Média 9,1 24,908 25,862 210,1 0,3264
Mediana 7,0 7,465 2,6745 215 0,3875
Desvio-Padrao 9,0186 35,056 39,395 167,07 0,1947
Variancia 81,334 1229,8 1552 27912 0,03791
Erro-Padréao 1,6466 6,4003 7,1926 30,502 0,0355
Teste t-Student

Grupo 1: indice Germinagao Grupo 1: indice Germinagao Grupo 1: ITF

Grupo 2: [Fenais] Grupo 2: ITF Grupo 2: [Fendis]

Valor t:: -5,1201 Valor t:: 3,5368 Valor t:: -6,8787

Probabilidade t (p): < 0,0001 Probabilidade t (p): < 0,001 Probabilidade t (p): < 0,0001

Correlagao: -0,71261 Correlagao: -0,77116 Correlagdo: 0,17682

Probabilidade Correlagéo (p): < 0,0001 Probabilidade Correlagéo (p): < 0,0001 Probabilidade Correlagéo (p): 0,3499
One-Way
ANOVA F: 37,656 p <0,0001

Comparacgao Teste Tukey Diferenga Média lal P

N° Sem.Ger. vs [Fendis] 201 14,033 <0,0001

Tam.Med. Sem.Ger. vs [Fendis] 185,192 12,929 <0,0001

IG vs [Fendis] 184,238 12,863 <0,0001

ITF vs [Fenois] 209,774 14,646 <0,0001

ITF vs IG 25,536 1,783 0,716

ITF vs Tam. Med. Sem. Ger. 24,582 1,716 0,744

ITF vs N° Sem.Ger. 8,774 0,613 0,993

IG vs N° Sem. Ger. 16,763 1,170 0,922

IG vs Tam. Med. Sem. Ger. 0,954 0,067 1,000

N° Sem. Ger. Vs N° Sem. Ger. 15,808 1,104 0,936

A andlise da varidncia das amostras (ANOVA) verifica se existem diferencas
significativas entre médias, mas comparando as variancias. Comparativamente com o

teste t-Student, esta analise de variancia permite ver se as médias de trés ou mais
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grupos de valores sao afectadas por um factor. A analise fornece um valor de F (com
uma probabilidade associada). Este valor de F, quando é préximo de 1, indica que nao
ha diferengas entre grupos. Quando apresenta valores elevados, da indicagdo que
uma ou mais amostras sdo de populacdes diferentes, sendo necessario realizar um
teste post-Hoc, que determine quais os grupos e o tamanho da diferenca. O teste post-
Hoc efectuado foi o Teste de Tukey. A analise de variancia foi feita considerando todas
as medig¢des intervenientes no calculo dos IG e ITF. Dado ter-se obtido uma
probabilidade que indica uma alta significancia estatistica entre os grupos, realizou-se
o teste de Tukey, para comparar todos os pares (Tabela 5.6.). Obtiveram-se efeitos
altamente significativos entre a concentragcdo fendlica e os outros factores,
nomeadamente n° médio de sementes germinadas, tamanho médio da raiz das
sementes germinadas, indice de germinacdo e indice de toxicidade fendlica. Os
resultados da analise de variancia estdo em concordancia com os efectuados com o
teste t-Student.

Em resumo, pode referirse que o Indice de Germinagdo é afectado
inversamente pela concentragdo em fendis que existe na dgua com que se faz a rega
das sementes e, consequentemente, o Indice de Toxicidade Fendlica também é
afectado da mesma forma pelo mesmo factor. No entanto, sé o IG esta correlacionado
com a concentracdo em fendis. O ITF nao apresenta correlagdo com a variacdo da
concentracdao em fendis. Isto significa que a variagdo em concentracéo fendlica
apenas afectara de forma significativa a variagdo do |G, mas n&o a variagao do ITF.

Estes resultados revelam que a toxicidade fendlica nao esta directamente
correlacionada com a diminuicdo da concentragdo em fendis. Na AR tratada pelo
isolado de Candida oleophila, registou-se uma diminuicao de 50% do teor fendlico (nas
amostras sem diluicdo), e nao houve um declinio idéntico da toxicidade. Pelo contrario,
registou-se um aumento deste indice, uma vez que mesmo com quantidade inferior de
fendis ndo ocorreu germinagcdo em nenhuma das sementes. Comparando o efeito da
diluicdo registaram-se resultados semelhantes. Para diluicbes iguais, entre aguas
rucas tratadas e ndo tratadas, obtiveram-se ITF semelhantes, com concentragbes de
fendis diferentes. Aparentemente, os fendis remanescentes, ou os que resultam do
metabolismo microbiano, apresentam maior toxicidade para a germinagéo, mesmo que
a sua concentracao final na amostra seja inferior a inicial. Resultados semelhantes
foram apresentados por Martirani et al. (1996), Tsioulpas et al. (2002) e Aggelis et al.
(2003), em cujos trabalhos ficou provada a diminuicdo da toxicidade na germinacao,
mas também em alguns animais aquaticos. No entanto, & consensual entre as
referéncias, que a diminuicdo da toxicidade ndo esteve em correlagdo com a

diminui¢ao do conteudo fendlico.
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Em publicagbes mais antigas, ja se tinha feito referéncia ao facto de que a
oxidagao de compostos fendlicos podia aumentar a sua toxicidade (Field e Letinga,
1989), observagdes confirmadas mais tarde por Martirani et al. (1996) e Tsioulpas et
al. (2002). D’Annibale e colaboradores (2004) atribuiram este efeito a incapacidade
que alguns microrganismos usados em tratamentos tém em despolimerizar os fendis
de elevado peso molecular. Por outro lado, apesar de estarem publicados trabalhos
que comprovam a capacidade que fungos filamentosos ou leveduras tém de remover
compostos fendlicos, o que acontece com cada composto durante a incubacdo
depende da espécie microbiana utilizada.

Este facto, ficou demonstrado, numa publicacido recente, mostrando a
actividade de um isolado de Candida holstii ao diminuir a toxicidade de aguas rucgas
sujeitas a digestdo aerobia. Mas neste caso, e contrariamente aos referidos no
paragrafo anterior, estabeleceu-se correlagdo entre a diminuicdo da toxicidade com a
remogao de compostos fendlicos e carga organica (Sassi et al., 2008). Este isolado, a
semelhanca do trabalho que se apresenta neste capitulo, foi obtido a partir de

amostras de aguas rug¢as marroquinas.

3.5.4. Efeito do tratamento das aguas rugas com Candida oleophila no
metabolismo de Vibrio fischerii

Nos ultimos anos, a realizacdo de testes de toxicidade usando bactérias
bioluminescentes tornou-se particularmente popular devido a sua rapidez,
reprodutibilidade e facilidade de execucgao. Este tipo de testes normalmente fornecem
resultados sem ambiguidade, e ndo pdem aos investigadores problemas bioéticos
(Mekki et al., 2008). A sua aplicagao é vasta, sendo usados para avaliar a toxicidade
de aguas residuais, lamas e residuos sélidos (Paixao et al., 1999; Peréz et al., 2001;
Wang et al., 2002; Farré e Barceld, 2003; Isidori et al., 2005; Hernando et al., 2006;
Mekki et al., 2008).

Neste trabalho, analisou-se a inibicao da bioluminescéncia em Vibrio fischerii,
testando varias diluicbes, das amostras de agua ruca nao tratada e agua ruca tratada
com o isolado de Candida oleophila. Os testes foram efectuados em duplicado, e
comparados com um branco, constituido por agua a qual se adicionou NaCl a
concentracdo de 2%, de forma a simular as condicdes de pressdo osmdtica
fundamentais a sobrevivéncia da bactéria. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 5.7.

A agua ruca sem tratamento revelou ser muito téxica para este microrganismo,
apresentando valores de inibicao superiores a 80% da populagao da bactéria, para

diluicdbes até uma parte de AR em 16 partes de agua. Mesmo para diluigdes
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superiores, que vao até 1 parte de AR em 96 partes de agua (v/v), existe ainda uma
certa inibicdo que ronda os 10%. Mekki e colaboradores (2008) testaram o efeito do
tratamento de aguas rugas com electro-coagulacdo seguida de digestdo anaerébica,
na inibicdo da bioluminescéncia na mesma bactéria. Apresentaram resultados
semelhantes, tendo obtido inibicao de 96% para amostras nao tratadas, com diluicao
tdo elevada como uma parte de AR em 24 partes de agua. Apdés o tratamento
efectuado pela equipa de Mekki et al (2008), registaram ainda alguma inibi¢cao residual
(com a diluicao de 1/24, a maior testada por este grupo), que os autores atribuiram a

presencga de compostos fenélicos monoméricos como o hidroxitirosol e o tirosol.

Tabela 5.7. Inibicdo da bioluminescéncia (%lg) em Vibrio fischerii apoés 15 minutos de contacto,

nas amostras de agua ruga ndo tratada (ARnt) e agua ruca tratada (ARt) com Candida

oleophila.
Diluicdes das AR Agua Ruga néao tratada Média Agua Ruga tratada Média
Y%ls (1) %ls (2) %lg Y%lg (1) %ls (2) %lg

99.98 99.96 99.97 98.73 97.86 98.30
1/3 99.91 99.74 99.82 93.54 94.32 93.93

99.76 99.17 99.47 89.39 88.02 88.71
1/6 98.25 94.65 96.45 77.58 78.54 78.06
1/8 96.36 93.28 94.83 72.71 67.07 69.89
112 85.06 80.47 82.73 52.20 56.94 54.57
1/16 75.75 73.44 74.59 44.72 45.59 45.15
1/24 55.84 46.90 51.37 29.95 33.21 31.58
1/32 51.38 45.09 48.24 21.48 33.21 27.35
1/48 25.64 18.269 21.95 14.91 19.96 17.43
1/64 23.61 24.91 24.26 11.91 16.72 14.31
1/96 13.32 8.28 10.80 3.66 8.45 6.06

Apods o tratamento com o isolado de Candida oleophila deste trabalho, também
se verificou (Tabela 5.5.) a presenga de hidroxitirosol, em conjunto com acido 4-
hidroxibenzadico, e a forma dialdeidica da aglicona dicarboximetilada de ligstrosido, que
poderao ter sido os causadores da toxicidade remanescente.

O tirosol, hidroxitirosol, catecol, oleuropeina, acido 4-hidroxibenzoéico e acido
3,4-di-hidroxifenilacético, normalmente constituintes da fracgcao fendlica de baixo peso
molecular das aguas rugas (Fiorentino et al., 2003) sdo compostos com actividade
antibacteriana (Allouche et al., 2004; Obied et al., 2005). A sua actividade tdxica
alarga-se a algas, rotiferos e crustaceos (Fiorentino et al., 2003) bem como a plantas
(Dhouib et al., 2006a), conforme se comprovou e discutiu na sec¢ao anterior.

Para o calculo do ICs referente a inibicado de bioluminescéncia causado pelas
aguas rucgas nao tratadas e tratadas com Candida oleophila, a regressao linear, usada

como meétodo de calculo deste paradmetro, ndo forneceu valores com significancia
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estatistica (r<0,95), e como tal efectuou-se uma regressao exponencial, apresentando-
se os resultados obtidos na Figura 5.11.

Apoés os calculos adequados, obtiveram-se os ICso para as amostras de agua
ruca nado tratada e agua ruga tratada. Conforme o esperado, a inibicdo de 50% da
populagao de Vibrio fischerii obtido foi diferente entre as duas amostras. Para a agua
ru¢a nao tratada, o ICs, corresponde a uma diluicdo de uma parte de agua ruga em
30 partes de agua limpa (3,3% ARnt v/v). Para a agua ruga tratada, o IC5, baixa para
uma parte de agua rucga, diluida em 18 partes de agua limpa (5,5% ARt v/v).

A utilizacdo de testes de inibicdo de bioluminescéncia, para avaliagdo da
toxicidade de aguas rugas, ndo é referenciada vulgarmente. A comparacdo de
resultados ja publicados (Paixao et al., 1999; Isidori et al., 2005; Mekki et al., 2008)
com os que se registaram relativamente as amostras de aguas rugas nao tratadas e
tratadas pela levedura seleccionada, na tese que se apresenta, mostra o papel que o
isolado de Candida oleophila teve na diminuicdo da toxicidade deste efluente. Esta

diminuiu em aproximadamente 50%.
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Figura 5.11. Projeccéo da inibicdo da bioluminescéncia em Vibrio fischerii causada por aguas

rugas nao tratadas e tratadas, e respectivas regressdes exponenciais.

Uma diminuicdo idéntica foi reportada por Mekki et al. (2008) apods
tratamento/incubacdo num solo. Este tratamento, quando em conjunto com

electrocoagulacao e digestdo anaerodbia, permitiu a diminuigdo da toxicidade da agua
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ruca em 70%. Paixao e colaboradores (1999) ndo testaram o efeito de tratamentos,
antes usaram este teste de biotoxicidade para confirmar a elevada actividade
antimicrobiana que estas aguas residuais podem ter.

Isidori et al. (2005) testaram o efeito isolado de compostos fendlicos
encontrados em aguas rugas no processo de germinagdo de sementes e na
bioluminescéncia de Vibrio fischerii. Os resultados deste estudo comprovaram o efeito
altamente inibidor efectuado pelos compostos fenil-etandis usados (tirosol,
hidroxitirosol e 3,4-di-hidroxifeniletilenoglicol), que apresentaram toxicidade elevada
para as concentragbes mais baixas. Neste grupo de compostos, as concentragbes
calculadas para o IC5, em Vibrio fischerii variaram entre 0,005 mmol/L e 0,060 mmol/L.
Também os acidos fenil-acéticos e cindmicos apresentaram resultados altamente
inibidores, variando de 0,071 mmol/L para os acidos cinamicos até 0,144 mmol/L para
os acidos fenil-acéticos. Dos compostos testados neste estudo, apenas os acidos
benzoicos apresentaram valores de ICsy semelhantes a inibicdo causada na
germinacgdo de sementes de dicotiledéneas (Isidori et al., 2005). Concluiram entao que
a bactéria bioluminescente se revelou mais sensivel relativamente a toxicidade dos
compostos fenolicos testados, quando comparada com testes de inibicdo de
germinacgdo de varias sementes. A mesma conclusao foi obtida por Paixao et al (1999)
e Mekki et al (2008), que obtiveram os resultados mais sensiveis com esta bactéria
comparativamente com outras bactérias como Bacillus megaterium, Pseudomonas
fluorescens e Escherichia coli (Mekki et al., 2008), e também relativamente a outros
grupos de seres vivos como Thamnocephalus platyurus e Daphnia magna (Paixao et
al., 1999).

Os ensaios de toxicidade em amostras de aguas rugas nao tratadas e tratadas
com o isolado seleccionado de Candida oleophila, sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischerii, mostraram apresentar sensibilidade e fiabilidade para analisar os potenciais
efeitos que estas aguas residuais poderiam causar se vertidas em meios aquaticos
sem qualquer tipo de tratamento. Revelaram, ainda, que o isolado de Candida
oleophila utilizado para remover alguns dos compostos toxicos presentes nestas
aguas, foi capaz de diminuir alguma da toxicidade, que para Vibrio fischerii atingiu os
50%.

3.5.5. Efeito do tratamento com Candida oleophila na bioenergética mitocondrial

Testou-se ainda o efeito do tratamento das aguas rucas pelo isolado de
Candida oleophila, na diminuigdo da toxicidade destas aguas na bioenergética
mitocondrial, utilizando como modelos trés complexos respiratérios, o Complexo Il

(succinato desidrogenase), o Complexo IV (citocromo ¢ oxidase) e o Complexo V (ATP
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sintase). As concentracdes de AR testadas, foram as mesmas que se utilizaram para
testar o efeito do tratamento na germinagdo de sementes de agrido de jardim e na
inibicdo da luminescéncia em Vibrio fischerii (50% de AR em agua, 8,3% de AR em
agua e 4,2% de AR em agua).

A Figura 5.12 mostra o efeito causado na actividade da succinato
desidrogenase (SDH), relativamente ao consumo de oxigénio, quando exposta a
concentragoes distintas de agua ruca nao tratada (ARnt) e agua ruca apos incubacéao

com o isolado de Candida oleophila (ARt).
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Figura 5.12. Efeito da agua ruga nao tratada e da agua ruga tratada, apds incubagdo com

Candida oleophila, na actividade da Succinato Desidrogenase.

A incubacgdo das particulas submitocondriais com as aguas rugas néo tratadas
e apos incubagédo com o isolado de Candida oleophila provocou um efeito inibidor da
actividade do complexo, que se reflectiu na diminuicdo do consumo de oxigénio. O
efeito foi mais notério quando se utilizaram aguas rugas nao tratadas, levando a
concluir que a incubacgao com a levedura promoveu uma destoxificacdo na AR.

De forma a estabelecer comparagbes validas com os testes de toxicidade
efectuados na germinacdo de sementes e na inibicdo microbiana, procedeu-se ao
calculo da concentragcdo de AR em que a actividade do complexo enzimatico fica
inibida a metade (ICsy), considerando que 100% da actividade corresponde a
actividade maxima do complexo enzimatico, registada nos controlos (auséncia de AR).

O calculo do ICs foi efectuado utilizando uma equacao de regressao nao linear (one

«OUTUBRO 2009



146

VAD3L

avin

&

CAPITULO 5
Tratamento de aguas rucas por uma estirpe de Candida oleophila isolada de aguas residuais

phase decay, recorrendo-se ao software GraphPad Prism), tendo-se calculado os
valores da inibicao dos complexos a 50%, por interpolagéo (95% confiancga).

Para o caso da SDH, o ICs, calculado quando as particulas sao incubadas em
AR nao tratada, foi de 22%. Relativamente ao efeito da AR tratada com o isolado de
Candida oleophila, sobre este complexo enzimatico, os resultados mostraram que a
toxicidade desta agua, comparativamente com a nao tratada, diminuiu. De facto,
colocando as PSM em meio com ARt, a concentragcdo maxima de AR testada, isto é
50% de diluigdo em tampédo de ensaio, a inibicdo de actividade do complexo néo
atinge metade do seu valor inicial registado nos controlos, pelo que nao foi possivel
obter o ICs .

Analisando estes resultados, conclui-se que a incubagdo com Candida
oleophila diminuiu a toxicidade do efluente em mais de 50%.

O efeito da incubacdo com agua ruga nao tratada e tratada na actividade do

complexo IV encontra-se documentado na Figura 5.13.
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Figura 5.13. Efeito da agua ruga nao tratada e da agua ruga tratada, apds incubagdo com

Candida oleophila, na actividade da Citocromo c oxidase.

Contrariamente aos resultados registados para a SDH verificou-se que, em
meio com AR néo tratada e em meio com AR tratada, a actividade do Complexo IV
(COX) sofreu um estimulo. Este estimulo, reflectido pelo aumento do consumo de
oxigénio pelo complexo enzimatico, foi superior quando no meio existia agua ruga nao

tratada.
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O efeito das AR neste complexo enzimatico, revelou um resultado inesperado.
De forma a manter o procedimento que foi adoptado para os restantes marcadores de
toxicidade, calculou-se, neste caso, ndo a concentracdo de AR que causa 50% de
inibicdo da actividade, mas sim, que concentracdo de AR, causara um estimulo de
50% na actividade deste complexo, comparativamente com os controlos. O calculo
deste valor foi efectuado recorrendo também a equacgdes de regressao nao linear (one
phase decay), por interpolacdo dos valores de estimulo na regressdo. As PSM
incubadas em ARnt sofreram um estimulo de 50% da actividade do complexo da COX
quando esta esta diluida 4,4%. Para o caso de incubagbes das PSM em ARt, o
estimulo é menos eficaz, ocorrendo quando a AR esta a concentracao de 5,3%.

O efeito da AR sobre o complexo da ATPase esta representado graficamente

na figura 5.14.
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Figura 5.14. Efeito da agua ruga nao tratada e da agua ruga tratada, apds incubagdo com

Candida oleophila, na actividade da ATPase.

A analise desta figura permite concluir que as AR tém um efeito inibidor deste
complexo V, sendo particularmente evidentes os efeitos da agua ruca nio tratada com

o isolado de Candida oleophila.
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Para o calculo do ICsy, relativo a ARnt, obtiveram-se valores de diluicao da AR
de 4,6%, causadores de inibicdo da actividade do complexo, para metade,
relativamente aos controlos. Quando as PSM sao incubadas em meio com ARt, o
efeito inibidor sobre o complexo V é bastante menor, facto que se reflecte no calculo
do ICs. Neste caso, e a semelhanga do complexo de SDH, a concentracdo maxima de
ARt testada, ndo diminuiu a actividade da ATPase a valores inferiores a 50% de
inibicdo, e pelas regressbes que foram utilizadas, nao foi possivel calcular o ICsy.
Concluiu-se, no entanto, que a incubacao da AR com o isolado de Candida oleophila
diminuiu a toxicidade da mesma e consequentemente, o seu efeito inibidor sobre a
ATPase.

Considerando os efeitos causados pelas AR nao tratadas ou tratadas com o
isolado seleccionado de Candida oleophila sobre os complexos respiratérios
seleccionados, e que serviram como modelos, concluiu-se que a toxicidade do
efluente diminuiu na ARt. Esta diminuicdo de toxicidade foi muito significativa no
complexo Il e V, e apresentou efeito inverso sobre a actividade do complexo IV.

A utilizacdo de mitocondrias ou particulas submitocondriais, como processo
alternativo para ensaios de avaliacdo de toxicidade, tem tido uma importancia
crescente, por obviar algumas dificuldades relacionadas com outros métodos de
avaliagao que utilizam outros modelos bioldgicos. As dificuldades, que ultrapassam as
que resultam do aspecto cientifico, per si, incluem o facto de serem dispendiosos,
morosos, implicando muitas vezes o sacrificio animal. Alguns trabalhos demonstraram
que, alteracbes em sistemas bioquimicos podem ser indicadores mais sensiveis do
que em niveis de organizagao biolodgica superior. Tendo por base este pressuposto, a
mitocdndria tem sido utilizada para pesquisar alteragdes bioquimicas e fisioldgicas
causadas pela exposicao a poluentes (Argese et al., 1995; Bragadin e Dell’Antone,
1996; Da Silva et al., 1998; lero et al., 2003; Peixoto et al., 2003, 2004; Peixoto, 2005).

A mitocdndria esta envolvida na regulagdo de numerosos processos celulares,
dependentes energeticamente, e como tal, alteracbes da actividade dos complexos
respiratorios, ou da eficiéncia fosforilativa, podem comprometer seriamente a
actividade celular. Este organelo podera entdo ser um bom indicador da toxicidade
celular (Peixoto et al., 2008).

Apesar da referéncia a ensaios de toxicidade, utilizando como modelo os
efeitos na bioenergética mitocondrial, ser comum para avaliagdo de numerosos
compostos quimicos (Knobeloch et al., 1990; Moreno e Madeira, 1990,1991;Bramble
et al., 1994; Bragadin et al., 2002; Peixoto, 2002), a utilizagdo das mitocondrias na

avaliagdo da toxicidade de aguas rucas, foi feita pela segunda vez neste trabalho,
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tendo os primeiros resultados sido publicados recentemente em co-autoria (Peixoto et
al., 2008).

Comparando os resultados obtidos com as PSM apresentados neste trabalho,
com outros usando mitocondrias intactas (Peixoto et al., 2008), ndo se verificaram
diferencas. A opcéao de utilizacdo de PSM em detrimento de mitocondrias congeladas,
teve como objectivo obter material cuja exposicdo dos complexos enzimaticos fosse
mais eficiente e uniforme, entre as diferentes amostras, pois quando se utilizam
mitocdndrias congeladas, a ruptura membranar por processos de congelamento e
descongelamento, ndo produzem um material tdo uniforme (Peixoto, 2002). Para além
deste facto, é reconhecida a correlagdo entre resultados de ensaios de toxicidade
usando PSM, e estudos citotdxicos de mamiferos, e de toxicidade aquatica em peixes
(Moreno e Madeira, 1990; 1991).

Usando as PSM verificou-se uma inibicdo da actividade dos complexos Il e V.
Peixoto e colaboradores (2008), utilizando mitocondrias intactas, obtiveram resultados
semelhantes, tendo atribuido este efeito, quer a uma possivel inibicdo das enzimas
dos complexos respiratérios, quer a alteragcdo do potencial eléctrico de membrana.
Com as PSM podem ter ocorrido fendmenos semelhantes nos dois complexos, que
sofreram inibigdes superiores com a agua rucga nao tratada. Provavelmente, o isolado
de Candida oleophila, durante o processo de incubacdo, tera diminuido a
concentracdo de alguns compostos téxicos, diminuindo consequentemente, o seu
efeito sobre a actividade da SDH e da ATPase.

Relativamente a actividade da COX, os resultados apresentados nesta tese
diferem dos ja publicados. A actividade deste complexo sofreu um estimulo, que se
julga estar relacionada com uma actividade ndo especifica ao nivel das membranas
das PSM, e nao, especificamente, sobre a actividade enzimatica do complexo. Este
efeito ao nivel membranar podera ter aumentado a exposicdo dos centros activos das
enzimas dos complexos, aumentando assim as suas actividades. Estes resultados
podem também sugerir um eventual efeito ao nivel da plasticidade da membrana, o
que poderia, de alguma forma alterar a mobilidade dos complexos enzimaticos, e
assim, ter-se observado um aumento da actividade. No entanto, os estudos
efectuados neste trabalho, ndo permitiram obter uma resposta clara e que justifique
esta estimulacdo. Peixoto e colaboradores (2008) nao registaram actividade inibitdria
sobre o complexo da COX, tendo mesmo referido que obtiveram um ligeiro estimulo,
com as concentragdes mais baixas que testaram. No entanto, como o complexo IV sé

foi estimulado pelas concentragbes mais baixas, nao foi considerada a sua discussao.
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Comparando os ICsy obtidos nos testes de inibicdo microbiana, com os obtidos
utilizando os complexos respiratérios como modelos, verifica-se que os testes
efectuados sobre a Vibrio fischerii revelaram ser mais sensiveis. Apesar de se terem
verificado efeitos deletérios em dois dos complexos testados, provavelmente, estes
nao serao os mais afectados, dai terem revelado inibicbes menos marcadas do que as

que se fizeram sentir sobre a actividade da Vibrio fischerii.

4. Conclusoes

Quando se delineou a estrutura deste capitulo, pretendeu-se confirmar a
potencialidade que um microrganismo, isolado de um ambiente toxico, tem de se
adaptar e resistir as condicdbes menos favoraveis desse habitat. Pretendeu-se também
medir a sua eficiéncia depurativa, de forma a considerar o seu potencial uso como
tratamento de aguas residuais de lagares de azeite.

Assim, concluiu-se que este isolado, da espécie Candida oleophila, utiliza
compostos fendlicos substituidos hidroxilados e metoxilados do grupo dos acidos
fenilpropendides e fenolcarboxilicos como fonte de carbono e energia. Os grupos
substituintes mais favoraveis a utilizagdo do composto sdo um ou mais grupos
hidroxilo, preferencialmente localizados nas posigcbes 3 (meta) e 4 (para) do anel
benzénico. Os substituintes metoxilo, apesar de metabolizaveis, diminuem a
concentragao a que o composto pode ser utilizado pelo isolado. O metabolismo dos
compostos fendlicos avaliados integra a formagado de catecol, e/ou de &acido 3,4-
dihidroxibenzdico, o que pressupde a existéncia de uma via metabdlica de clivagem do
nucleo benzénico por via do B-cetoadipato. Esta via pressupde a formacao de piruvato
e acetil CoA, que entrardo noutras reacgdes metabdlicas celulares principais, como o
Ciclo de Krebs.

Concluiu-se ainda que o isolado de Candida oleophila é capaz de crescer em
AR néo diluida nem suplementada, usando a matéria orgénica presente na agua como
fonte de carbono e energia. O crescimento da levedura contribuiu para a diminuicdo
em 50% da CQO e 83% do teor em polifendis totais, revelando uma elevada eficiéncia
depurativa.

A incubacdo de AR com Candida oleophila diminuiu a sua toxicidade na
germinacdo de sementes de Lepidum sativum. O indice de Germinag&o aumentou 1%,
14% e 32%, para as diluicdes de AR em agua de 1/2, 1/12 e 1/24, respectivamente. A
analise dos IG e ITF revelou que a toxicidade fendlica ndo esta relacionada com a

diminuicdo da concentracdo em fendis, indicando que os compostos fendlicos
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resultantes do metabolismo da levedura apresentam maior toxicidade, mesmo com
concentragdes mais baixas.

O tratamento da AR com a levedura aumentou o ICsy em Vibrio fischerii de
3,3% ARnt (v/v) para 5,5% ARt (v/v), revelando uma diminuigdo da toxicidade de
aproximadamente 50%.

A agua rucga tratada e a agua ruga nao tratada revelaram um efeito inibitério na
actividade da succinato desidrogenase e da ATPase. Este efeito foi mais marcado na
ARnNt, que se reflectiu nos ICs, calculados. Em ambos os casos, verificou-se que a
incubacao com a Candida oleophila diminuiu em mais de 50% a toxicidade das AR. Na
SDH para a ARnt obteve-se um ICs, de 22% (v/v), que aumentou para valores de
diluicdo da ARt superiores a 50% (v/v). No complexo da ATPase, o valor de ICs
calculado para a ARnt corresponde a 4,6% (v/v) que aumenta, mais uma vez, para
valores superiores a 50% (v/v) quando se usa a ARt.

A avaliacdo da toxicidade destas aguas residuais, com a bactéria luminescente,
revelou entdo ser mais sensivel do que os testes de germinagdo de sementes de
agriao, e do que os testes de avaliagdo da actividade respiratoria em particulas sub-
mitocondriais, ficando mais uma vez demonstrado o efeito antimicrobiano das aguas

rugas.
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Portugal é um dos dez maiores produtores mundiais de azeite, gordura de
eleicdo nos povos da bacia do Mediterraneo e Peninsula Ibérica. O consumo
crescente desta gordura vegetal tem promovido um desenvolvimento acentuado das
agro-industrias oleicolas. Uma das consequéncias desse aumento de actividade
extractora de azeite foi uma produgao crescente de sub-produtos. As aguas rugas, um
dos sub-produtos da agro-industria oleicola, sdo produzidas, em grandes quantidades,
durante um periodo relativamente curto do ano (Dezembro a Fevereiro),
correspondente ao da safra da azeitona e produgao do azeite respectivo. Estas aguas
residuais tém elevado poder poluente, pois apresentam cargas organicas acentuadas,
concentragao elevada de sais, baixo pH, e concentragdes elevadas de compostos
fendlicos e acidos gordos, aos quais tém sido atribuidas diversas caracteristicas
nefastas, nomeadamente propriedades fitotdxicas e antimicrobianas. A aplicacdo de
tratamentos convencionais a estes efluentes tem-se revestido de algumas
dificuldades. Dada a elevada carga organica destas aguas, o tratamento aplicavel com
maiores probabilidades de sucesso seria a digestdo anaerdbia. No entanto, as
documentadas propriedades antimicrobianas dos compostos fendlicos, em relagao as
bactérias metanogénicas, tém obviado a sua aplicagdo como tratamento de “rotina”.
Este facto tem direccionado a investigagao internacional no sentido de procurar formas
alternativas de tratamento ou pré-tratamento, igualmente eficientes, mas também
viaveis do ponto de vista econdmico, que possam ser aplicadas a estes efluentes.

Tendo como objectivo principal a pesquisa de forma(s) de tratamento para as
aguas residuais de um lagar de azeite cooperativo em regime continuo de trés fases,
localizado na Regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, este trabalho de tese
desenvolveu-se em duas vertentes. Por um lado, fez-se uma primeira caracterizacao
do ambiente fisico-quimico dos efluentes gerados na unidade extractora onde se
recolneram as amostras para este estudo. Em quase todas as unidades
industrializadas, antes da extracgcido do azeite, existe um passo preliminar que consiste
na lavagem do fruto. Esta lavagem gera aguas residuais, que ndo apresentando as
cargas organicas, ou teores de compostos inibidores tdo elevadas como as aguas da
extracgao final, vao contribuir para o consumo de agua limpa, gerando um fluxo
residual que, na maior parte dos casos, juntar-se-a as aguas residuais finais da cadeia
de extracgao. No capitulo dois desta tese, procedeu-se a caracterizagao fisico-quimica
de trés fluxos de aguas residuais geradas na unidade extractora, cujo objectivo foi
identificar os parametros fisico-quimicos, que em menor numero, mas com maior
correlacao estatistica, pudessem fielmente descrever as propriedades de um fluxo de

agua residual de uma unidade agro-industrial do tipo produtor de azeite. Concluiu-se
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com este trabalho, que as aguas de lavagem geradas no inicio do processo,
apresentam um teor de poluicao significativamente inferior ao das aguas rugas e, por
essa razao, poderiam ser reutilizadas, apés um breve tratamento de decantagcado e
sedimentagao, seguido de digestdo aerdbia. Concluiu-se ainda que os parametros
fisico-quimicos que medem directamente a carga organica dos efluentes — Carbono
Orgénico Dissolvido (COD), e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) - sdo os que
apresentam maiores correlagées com os demais. Nas aguas rugas, a determinagao de
seis parametros (CQO, COD, teor em potassio (K), teor em fésforo (P) e compostos de
azoto (Azoto Kjeldhal (Nky), Azoto organico (Nog)) permitem estimar com elevada
significancia estatistica quinze parametros fisico-quimicos que normalmente sao
usados na caracterizagao rotineira de aguas residuais.

A caracterizagao fisico-quimica de aguas rucas é frequente na bibliografia
consultada. A caracterizagdo microbiolégica destes ambientes é, porém, muito
escassa. Com a convicgdo que estes ambientes poderiam albergar comunidades
microbianas mais ou menos abundantes, e ainda, que dadas as condi¢cdes ambientais,
essas comunidades que dai fossem isoladas, apresentariam caracteristicas
adaptativas notoérias, efectuou-se uma caracterizagcdo microbioldégica dos mesmos
fluxos de sub-produtos que foram analisados para os parametros fisico-quimicos. Os
resultados dessa pesquisa sao apresentados no capitulo trés. Uma vez que as
amostras de onde se obtiveram os isolados microbianos, foram as mesmas, procurou-
se identificar qual ou quais os parametros fisico-quimicos que mais influenciaram a
abundancia de grupos microbianos em cada ponto de amostragem. Apesar de nao ter
sido possivel estabelecer correlagdes com significancia estatistica, foi possivel concluir
que a carga organica, diminuicdo do pH e diminuicdo da concentragdo em oxigénio
dissolvido, foram os parametros que mais contribuiram para a diminuicdo do numero
global de individuos isolados nos trés pontos de amostragem. Concluiu-se ainda que
dos trés grupos microbianos estudados, Heterotroficos Totais, Leveduras e Fungos
Filamentosos, os dois ultimos se mostraram mais adaptados a desenvolver-se e
crescer nas aguas rucas. De uma forma geral, das aguas de lavagem até as aguas
rucas, as condicbes ambientais sdo muito diferentes, facto que se reflectiu na
abundancia dos grupos. No entanto, nas amostras para Heterotréficos Totais, houve
dominancia das leveduras e dos fungos filamentosos.

Pelo desconhecimento generalizado sobre as espécies que estdo associadas a
estes ambientes, fez-se uma caracterizagdo microbioldgica do grupo das leveduras,
usando métodos moleculares, tais como tipagem e sequenciagdo, cujos resultados
sao apresentados no capitulo quatro. Esta caracterizacéo e identificacao de isolados

obtidos a partir de amostras de aguas rugas foi, pela primeira vez, efectuada de forma
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conjugada com a caracterizagdo fisico-quimica. Permitiu concluir que a maior
diversidade de leveduras, bem como o maior nimero de isolados é obtido a partir das
aguas de lavagem. Concluiu-se que a diminuicdo da abundancia acompanhou a
diminuicdo da diversidade dentro do grupo das leveduras, e ainda que as espécies
mais representativas das aguas rugas do lagar de azeite da CAOM sao a Candida
oleophila e a Candida pomicola. A Candida oleophila foi encontrada em todos os
fluxos de sub-produtos avaliados. Encontraram-se, ainda, espécies diversas também
do género Candida, mas também pertencentes a outros géneros como Geotrichum,
Pichia e Metschnikowia, entre outros.

Devido ao facto de terem sido as espécies identificadas em maior nimero de
isolados, mas principalmente por terem sido isoladas das aguas rugas, os isolados das
espécies C.oleophila e C.pomicola foram testados quanto as suas potencialidades em
crescer em meios de cultura, com concentragdes elevadas de compostos fendlicos. Os
compostos fendlicos que foram testados sdo frequentemente encontrados nas aguas
rucas. Apos este rastreio inicial, seleccionou-se um isolado de Candida oleophila, por
ter apresentado capacidade de metabolizar cinco de seis compostos fendlicos
analisados.

O isolado seleccionado foi posteriormente caracterizado recorrendo a testes
bioquimicos e fisiolégicos, e avaliou-se ainda a sua capacidade em utilizar compostos
fendlicos hidroxilados e metoxilados como unica fonte de carbono e energia. Verificou-
se que o isolado de C.oleophila é capaz de utilizar como unica fonte de carbono e
energia, compostos com substituintes hidroxilados e metoxilados. Os grupos ligados
aos carbonos das posi¢des 3 (meta) e 4 (para) do anel benzénico, favorecem a acgao
da levedura sobre o composto. Foi ainda possivel inferir que o metabolismo dos
compostos fendlicos avaliados integra a formacao de catecol, e/ou de acido 3,4-di-
hidroxibenzdico, o que pressupde a existéncia de uma via metabdlica de clivagem do
nucleo benzénico por catecol dioxigenases, e por protocatequato dioxigenases, ambas
levando a formagdo de compostos da via do B-cetoadipato. Esta via pressupbe a
formacgao de piruvato e acetil CoA, que entrardo noutras vias metabdlicas celulares
principais, como o Ciclo de Krebs. Durante a elaboracao desta tese, nao foi possivel
fazer a avaliagcdo da actividade das enzimas envolvidas no metabolismo dos
compostos fendlicos, quando sao usados como fonte Unica de carbono e energia. As
enzimas com actividade dioxigenasica estdo ja referenciadas para outras espécies
microbianas, quer de bactérias, de fungos ou de leveduras. No entanto, como nao
estava ainda descrito o metabolismo de fendis em Candida oleophila, importa saber se

de facto as enzimas usadas por esta espécie sdo semelhantes as descritas para
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outras espécies. Este trabalho de pesquisa encontra-se ja em fase preliminar de
preparacéo.

O mesmo isolado de C.oleophila foi ainda utilizado em ensaios experimentais
para promover o tratamento de amostras de aguas rugas esterilizadas e nao
suplementadas, com o objectivo de diminuir a carga orgénica, e alguma concentragéo
em fendis, para reduzir a toxicidade deste efluente. Este isolado diminuiu a carga
organica das aguas rucas em 55% e o teor em polifendis em 83%. Para além deste
efeito despoluidor, testou-se a toxicidade deste efluente, sem tratamento e apods
tratamento com o isolado seleccionado de C.oleophila. Concluiu-se que a toxicidade
na germinacdo de sementes de Lepidum sativum diminuiu na agua ruga tratada.
Obteve-se um aumento do indice de Germinacao (IG) muito significativo nas sementes
regadas com agua ruga tratada. Um efeito semelhante obteve-se ao analisar o papel
despoluidor na bioluminescéncia de Vibrio fischerii, tendo-se registado resultados
concordantes com os da germinagéo. Para a mesma dilui¢do, o 1Cs, para esta bactéria
aumenta em 50% com a agua ruca tratada com o isolado de C.oleophila. Os
resultados da avaliacdo da toxicidade da AR, e da diminuigdo da mesma apoés
tratamento com o isolado seleccionado de C.oleophila, foram ainda analisados
relativamente a acgdo na bioenergética mitocondrial. Concluiu-se, como ja se tinha
concluido anteriormente, usando o mesmo isolado, mas com mitocondrias intactas,
que a agua ruca afecta alguns dos complexos respiratérios da mitocéndria. A
succinato desidrogenase, a citocromo ¢ oxidase, e ainda a ATPase, mostram sofrer
um efeito deletério na sua actividade causado pelas AR, efeito este que é reduzido
quando as PSM foram incubadas com as AR tratadas com o isolado de C.oleophila.

Os resultados globais que se obtiveram com a pesquisa apresentada nesta
tese revelaram-se muito promissores quanto a utilizagdo de microrganismos isolados
de ambientes naturais, ainda que com elevados niveis de poluigdo organica. Dadas as
imposicdes temporais, apenas foi possivel estudar um pequeno grupo de isolados
obtidos a partir de amostras de aguas residuais de lagares de azeite. Dentro desse
grupo restrito de isolados de leveduras, ficou a conhecer-se um pouco melhor, as
caracteristicas de um isolado identificado como C.oleophila. No entanto, o nimero de
isolados que se obtiveram a partir de amostras de AR foi superior. Como se explicou
no trabalho, a identificacdo dos isolados foi efectuada agrupando-os por proximidade
de perfis electroforéticos, tendo-se identificado apenas alguns. Pretende-se continuar
o processo de identificacdo, utilizando a sequenciacdo da regido D1/D2 do DNA
ribossomal 26S, e efectuar a caracterizagdo morfolégica, bioquimica e fisiolégica de

todos os isolados obtidos no ponto de amostragem AR.
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Dadas as caracteristicas promissoras apresentadas pelo isolado, e referidas no
capitulo 5, importa numa fase seguinte, encontrar as melhores condi¢cdes para
promover o seu crescimento e produgao. Por outro lado, e agora dadas as limitagbes
espaciais, apenas se efectuaram ensaios experimentais considerando uma escala de
aplicagdo laboratorial. Se um dos objectivos iniciais foi contribuir para o
desenvolvimento de um tratamento ou pré-tratamento bioldgico de aguas rucgas, €
fundamental que este possa ter aplicacdo industrial. Assim, e como consequéncia
destas implicagcbées, a aplicacdo deste isolado de C.oleophila ao tratamento de
efluentes com elevados teores de compostos aromaticos, foi alvo de um processo de
patente. A patente, cujos inventores sdo Marco Lucas, José Alcides Peres, Carla
Amaral, Ana Sampaio e Albino Alves Dias denominada "Processo Bioldgico Aerdbio
De Tratamento De Efluentes Agro-Industriais Com Elevado Teor Em Compostos
Aromaticos Baseado Na Aplicagdo De Microrganismos Da Espécie Candida
Oleophila". P. PAT Nacional 103 738 ficou definitivamente registada a 13 de Agosto
de 2009. Nesta patente, ja se faz um pouco da transferéncia de conhecimentos
adquiridos com os ensaios a escala laboratorial, resultantes deste trabalho de tese, e
ainda da aplicagdo do mesmo isolado ao tratamento de outros tipos de efluentes agro-
industriais, ndo aguas rugas.

A aplicagao de fungos filamentosos ao tratamento ou pré-tratamento de aguas
rucas esta bem reportado na literatura, e tem sido uma pratica mais ou menos comum.
O seu eficiente sistema de secregao extra celular de enzimas lenhinoliticas, confere-
Ihes propriedades particularmente favoraveis para o tratamento de efluentes como as
aguas rucgas. A aplicacdo destes fungos a tratamentos a escala industrial tem-se
revelado dificil, pois a formagao de hifas levanta outros problemas tecnoldgicos, como
seja a formagdo de espumas. O caminho seguido pela investigacdo tem sido a
extraccdo e purificagdo das enzimas extra celulares. Apesar de se obterem bons
rendimentos, o processo de extracgdo e purificagdo é ainda dispendioso, onerando
fortemente o tratamento. A utilizacdo de leveduras tem revelado caracteristicas
promissoras, pois ultrapassa-se a formacdo de micélios, uma vez que muitas
apresentam crescimento em formas unicelulares. Comparativamente, entre fungos
filamentosos e leveduras, as eficiéencias de tratamento s3o semelhantes.
Normalmente, a remogédo de compostos fendlicos monoméricos (portanto de baixo
peso molecular) é idéntica em ambas, mas os fungos apresentam maior capacidade
para remog¢ao da cor escura destas aguas residuais, causada pela presenca de
compostos fendlicos de elevado peso molecular, mais facilmente utilizados pelos

fungos filamentosos.
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Na literatura consultada, encontraram-se referéncias a espécies de leveduras
aplicadas ao tratamento ou pré-tratamento de aguas rugas, mas nao se encontrou
nenhuma referéncia a aplicacdo de isolados desta espécie. Por outro lado,
consultaram-se diversos relatérios de trabalhos de investigacdo, que tendo obtido
resultados de destoxificacdo de aguas rucas semelhantes aos que foram
apresentados nesta tese, apresentaram procedimentos um pouco distintos. A maior
vantagem apresentada pela levedura Candida oleophila testada neste trabalho, é que,
ao contrario de outros, destoxifica aguas rugas nao diluidas, nem suplementadas com
compostos de azoto e fosforo, como descrito para outros trabalhos. Como passos
seguintes, importa optimizar as condigdes de crescimento e producéo do isolado, bem
como as condigdes finais de aplicagdo do mesmo em estagdes de tratamento, quer a

escala piloto, quer a escala industrial.
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