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VIABILIDADE DA UTILIZACAO
DE MICRORGANISMOS NA DEPURACAO
DE AGUAS RUSSAS

POR
LUIS CUNHA SANTOS 1

ABSTRACT

The olive mill wastewaters are a severe environmental problem because of their high
organic content and the presence of phenol. Some tests are made with yeasts and molds
from olive mill wastewater, in the presence of phenol. The results are discussed in this

paper.

1. INTRODUCAO

Desde sempre o azeite em Portugal tem uma grande importincia nos planos cultural,
religioso e social (Gouveia, 1995).

No plano econdmico, embora grande, a importincia do azeite em Portugal tem dimi-
nuido, ji que, de acordo com dados do Conselho Oleicola Internacional — COI — (cit,
por Madureira et al., 1994), 0 nosso passou de 6.° produtor mundial para 7.° ou mesmo 8.°
(ultrapassado pela Siria e nalguns anos por Marrocos).

Contudo, ainda hoje o sector olivicola tem importincia na agricultura nacional, sendo
responsdvel pela ocupagio de 8,8% da Superficie Agricola Util e de 44% da SAU ocupada
por culturas permanentes (INE, 1993), estando presente em quase 31% das exploracGes
agricolas e representando 5,8% do PAB do Continente (Soares, 1990; Madureira, 1992).

Apesar do decréscimo de produciio e consumo nacionais verificados de 1970/71 a
1989/90, de —24,0% e —26,1%, respectivamente (Soares, ob. cit.; Madureira, ob. cit.), a
situacdo a nivel produtivo nos anos 90 comegou a recuperar do nivel a que se havia dei-
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xado cair, ao ponto de Portugal ter sido o Gnico pafs em que a produgio baixou desde o
pés-guerra (ainda por cima cerca de 50%), fruto do desinteresse e abandono do olival nos
anos 70 e principios de 80 (Santos, 1998).

O futuro do sector apresenta-se promissor, dadas as boas perspectivas de expansio do
produto em novos mercados, sem recuo nos tradicionais, fruto do reconhecimento do seu
elevado valor dietéctico e dos beneficios para a salide (Soares, ob. cit.).

Para que se confirmem estas expectativas do sector olivicola nacional, terd de se por-
fiar por uma politica de melhoria de produtividade e de eficiéncia técnica, e por uma poli-
tica de qualidade, com vista a potenciar nos exigentes mercados consumidores a coloca-
¢iio de um produto com procura assegurada, produzido em regies com denominagio de
origem protegida, cuja criacdo jd foi legalmente consagrada.

O esforgo que estd sendo feito nesse sentido, pode no entanto, a prazo, ser imitil se
niio for salvaguardada a resolugdo eficaz da problemdtica dos efluentes dos lagares de
azeite, designados de dguas russas.

2. O PROBLEMA DAS AGUAS RUSSAS

As dguas russas dos lagares de azeite constituem actualmente um sério problema
ambiental e econémico-social.

O problema ambiental posto pelas dguas russas deve-se a duas ordens de razdes: ele-
vada carga poluente, traduzida em valores de CBOj5 da ordem de 90-100gL-! e 35-48gL-!
e de CQO de 120-130gl-! e 45-60gL-!, em qualquer dos parametros, para processos con-
tinuos ¢ descontinuos, respectivamente (Ursinos e Padilla, 1992), muito superiores a0s
médximos permitidos pelo Decreto-Lei n.° 74/90 para descarga de dguas residuais em cur-
sos de dgua — CQO de 150mgL-! ¢ CBOs de 40mgL-!; dificuldade de biodegrada-
¢iio, devido & presenca na dgua russa de compostos fendlicos em elevados teores, de
10-24¢L-! (Padilla er al., 1990).

A necessidade de dar eficaz cumprimento a legislacdo ambiental, suscitada pela pres-
sdo de uma opinido piblica cada vez mais consciente da problemdtica ecologica, pode
constituir uma severa limitagiio A actividade dos lagareiros, sobretudo em lagares tradicio-
nais de pequena dimensio, aos quais, devido a sua reduzida escala, sdo praticamente ina-
plicdveis a generalidade dos processos de tratamento mais divulgados.

Tais lagares, concentrados essencialmente nas regides de Tris-os-Montes e Alto
Douro e da Beira Interior, cumprem uma importante fungdo social nas comunidades Turais
onde estio instalados, pelo que a possibilidade de o seu funcionamento poder ser posto em
causa suscita nestas motivos de apreensao.

Devem, pois, ser equacionadas hipoteses de tratamento economicamente aplicdveis
a instalagdes em pequena escala, como as que se nos afiguram ser possibilitadas pela
via bioldgica, e desenvolver a investigaciio necessdria para ajudar a que se tornem
vidveis.
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3. UTILIZACAO DE MICRORGANISMOS — BREVE REFERENCIA A INVES-
TIGACAO DESENVOLVIDA

Conforme referem Ursinos e Padilla (1992), a fracgio fendlica das dguas russas pode
sofrer degrada¢fio por microrganismos.

Os estudos de toxicidade e biodegradabilidade efectuados mostraram, em relacio a
fracgdio fendlica, que os componentes polifendlicos, que comunicam a cor escura is dguas
russas, niio siio facilmente biodegraddveis, mas também niio sio toxicos. A toxicidade pro-
vém dos compostos fendlicos simples, dos taninos e dos dcidos gordos de cadeia longa
presenies neste efluente (Hamdi, 1992; Rosa e Vieira, 1995).

Faz, assim, sentido, em teoria, pensar num tratamento diferenciado, por forma a ultra-
passar o problema da toxicidade e, subsequentemente, depurar o efluente.

Nesta conformidade, Hamdi ef al. (1992) testaram um sistema de tratamento inte-
grado, em trés etapas sequenciais, que, mercé de redugdes sucessivas sempre muito signi-
ficativas, conduziram a um abaixamento global de mais de 90% do COD do efluente: (r:i-
tamento aerobio com o fungo Aspergillus niger, para destoxificagio das dguas russas por
degradagiio dos componentes causadores da toxicidade. com produgiio de biomassa e
retenciio dos sélidos suspensos do efluente pelo micélio: tratamento anaerébio de metani-
zagdo da fracgio liquida remanescente, com bom rendimento em biogds; tratamento
aerdbio do remanescente em reactor de lamas activadas, com bagaco de azeitona em leito
fluidizado por arejamento, dando origem a produgiio de lamas superior a 2gdm-3 e manu-
tengdio da cOr escura comunicada por polifendis.

Padilla et al. (1992) referem resultados experimentais interessantes, em resultado de
um pré-tratamento aerdbio de 3 dias de dgua russa de um sistema clissico de extracgdo
com uma estirpe de Geotrichum candidum isolada do proprio efluente, com quebras, em
percentagem (p/v), de 50% de CQO, 42% de fendis totais e 50% de ortodifendis.

Contudo, j4 Hamdi (1991) havia alertado para o facto de a digestiio anaerdbia de dgua
russa s6 poder ser levada a cabo com a maior eficdcia em substracto diluido, devido a pre-
senga de componentes téxicos para as bactérias metanogénicas. Daf que Padilla er al. (ob.
cit.) no seu trabalho tivessem testado diversas diluicdes de dgua russa, entre 0 e 5 vezes,
para a fase anaerdbia, tendo observado redugdes de COD nesta etapa que chegavam a 80%
nos substractos mais diluidos mas menos significativas nos mais concentrados.

Borja et al. (1995) observam redugdes considerdveis no COD e nos teores de fendis
totais das dguas russas apés ensaios de pré-tratamento com Geotrichum candidum 5 dias
a 25°C, Azotobacter chroococcum 48 H a 30°C e Aspergillus terrens 72 H a 28°C.

Parece-nos, no entanto, que a componente anaerébia do tratamento dificilmente ser
aplicdvel em lagares de pequena dimensio, salvo se estiverem integrados em exploragoes
agricolas de maior envergadura, dado o investimento exigido em reactores de producio de
biogds e a necessidade de adequado acompanhamento técnico da metanogénese.

Contudo, pode-se equacionar a possibilidade de tratamentos exclusivamente acré-
bios, porventura menos onerosos, usando estirpes de espécies como as acima referidas.
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Hamdi er al. (1991) referem redugdes de 61% de COD e de 58% dos fendis totais na
sequéncia do uso de Aspergillus niger.

Aspergillus niger niio degrada, contudo, os polifendis de elevado peso molecular
(Sayadi e Ellouz, 1993), o que levou estes autores a usarem Phanerochaete chrysospo-
rium, com remogio de 65% da cor e de 73% de COD.

Nieto et al. (1992) observaram que, tratando dguas russas com Aspergillus terreus,
mesmo sem diluicéio, se obtinha uma significativa degradagio dos compostos fendlicos de
baixo peso molecular, com redugio do teor de fendis totais, da ordem de 30-40%. A efi-
cicia da depuragiio aumentava com a diluigdo do efluente.

Ramos-Cormenzana ef al. (1995) defendem que o futuro passa pela reciclagem e reu-
tilizaciio das deuas russas como fertilizante e pela multiplicidade de usos, seja para pro-
duciio de biogds, seja pela produgio de biomassa para Single Cell Protein, jd que desde
1958 estd comprovado que leveduras, designadamente Turolopsis utilis, podem ter bom
crescimento naquele efluente (Ursinos, 1958, cit. por Ramos-Cormenzana et al., 1995).

Ramos-Cormenzana ef al.(ob. cit.) referem ainda a possibilidade de uso de dguas rus-
sas como meio de crescimento de algas como Dunaliella ou Spirudlina para produgio de
biomassa ou de B-caroteno, como substracto para produgiio microbiana de polissacdridos
de interesse industrial ou farmacolégico, como substracto para produgio de etanol por
leveduras isoladas do préprio efluente, como Candida mickerhanii, Candida molischiana
e S. cerevisiae (Bombalov et al., 1989, cit. por Ramos-Cormenzana er af., 1995).

4. MATERIAL E METODOS

Face aos elementos de que dispomos, sem perder de vista a problemdlica inerente a0s
lagares tradicionais de pequena dimensdo, procuramos seleccionar estirpes microbianas
capazes de degradar dguas russas em condigdes de aerobiose, a partir das quais ulterior-
mente pudessem eventualmente ser utilizados microrganismos com interesse, conforme
acima referido (Ramos-Cormenzana er al., ob. cit.).

Dada a adversidade das condi¢Oes vigentes nesse efluente, optamos por utilizar
microrganismos aerdbios, designadamente fungos filamentosos e leveduras, que em prin-
cipio estivessem a elas adaptados: estirpes isoladas das proprias dguas russas.

Para isso, na campanha de 1997/98 foram recolhidas amostras de dguas russas de
lagares tradicionais e de linha continua da Terra Quente Transmontana. No Laboratorio de
Microbiologia da ESAB procedeu-se ao rastreio ¢ isolamento dos microrganismos pre-
sentes nos efluentes estudados. O isolamento dos fungos das amostras, em termos globais,
foi efectuado em placa, utilizando os meios PDA e meio de manutengio, doravante
designado de meio M, com o seguinte formuldrio (% p/v em relagdo a dgua desminerali-
zada): glucose, 2,0%:; extracto de levedura, 0,5%: peptona, 1,0%: agar, 2,0%, a que se
adicionou o antibidtico Cloramphenicol, a 0,03%, a fim de evitar contaminagdes bacle-
rianas.
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Seguidamente, foram efectuados testes preliminares no (ue respeita a resisténcia dos
fungos isolados ao fenol, substincia reconhecidamente de muito dificil biodegradabilidade
¢ mondmero-base de diversos componentes de forte pendor poluente ou t6xicos existentes
nas dguas russas.

Nos testes de resisténcia, para cada estirpe, fez-se o espalhamento em placas de
Petri, com meio M a diferentes concentrages (percentagem p/v) de fenol. As placas,
depois de inoculadas, foram colocadas em estufa a 30°C ¢ foi observado o crescimento
microbiano.

Posteriormente, nas estirpes que se apresentaram mais resistentes ao fenol, fomos
avaliar a sua capacidade de utilizagio de fenol como tnica fonte de carbono e energia.

Para isso, transferimos uma ansada do indeulo mantido em tubo de agar inclinado
para um baldo de 250ml. contendo 125mL de meio M liquido desprovido de glucose, ao
qual foi adicionado fenol, sendo testadas as seguintes concentragdes (percentagem
p/v): 0%:; 0,05%; 0,10% e 0.20%. Cada baldo foi colocado numa incubadora orbital “Gal-
lencamp™ 150 rpm e a 25-26°C.

Para avaliar o crescimento ao longo do tempo, foram retiradas amostras para medi-
¢do da densidade dptica a 640nm num espectofotémetro Spectronic, usando para ensaio a
branco o préprio meio liquido sem fenol e sem inoculacio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Da andlise dos resultados disponiveis, constata-se que os fungos estudados apresen-
taram resisténcias varidveis s concentragdes de fenol utilizadas (Tabelas 1 a 4).

Adicionalmente, observou-se que as estirpes de fungos estudadas — duas de fungos
filamentosos (MC-8/1-1 & VSS-8-1-4) e duas de leveduras (VSS-8/1-1 ¢ C-8/1-3) —
foram capazes de utilizar o fenol como tnica fonte de carbono e de energia (graficos nio
apresentados).

Tabela 1

Crescimento da estirpe MC-8/1-1 em meio sélido com varias concentracoes de fenol

. Concentrages (% p/v)
Dias — =
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
0 {Inoculaciio) — = - - -
3 ++ ++ + - = -
) ++ ++ ++ - - -
11 ++ ++ ++ = - -
19 ++ ++ ++ - = -
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Tabela 2

Crescimento da estirpe VSS-8/1-4 em meio sélido com varias concentracdes de fenol

Dias

Concentragdes (% p/v)

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25
0 (Inoculagido) - - = = - _
3 ++ + - - - -
7 ++ ++ + = - -
11 ++ ++ + - = -
19 ++ ++ ++ = =
Tabela 3

Crescimento da estirpe VS5-8/1-1 em meio sélido com vdrias concentragoes de fenol

Dias

Concentragoes (% p/v)

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25
0 (Inoculagio) - = = = _ _
2 ek + + & =+
6 ++ + + - =
9 ++ ++ + + *
Tabela 4

Crescimento da estirpe C-8/1-3 em meio solido com vérias concentrages de fenol

Dias

Concentragdes (% p/v)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
0 {Inoculagio) - - - - -
2 ++ + + & -
6 ++ + =
9 ++ ++ ++ ++ + -
Convengoes: +++ Crescimento muito expressivo ++4 Crescimento expressivo + Crescimento pouco expressivo

Verificou-se que as estirpes de fungos filamentosos eram capazes de crescer a con-
centragdes de fenol que variaram entre 0,05% e 0,1%, enquanto que para as estirpes de
leveduras o crescimento foi possivel para concentragoes de fenol que oscilaram entre 0,05

e (0,25%.

+ Crescimento duvidoso

— Auséncia de crescimento
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