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Abstract

In this study, C. versicolor cultures were perfodnauring 20 days with different RLA (olive mill wis)

subtracts, 50%, 75% and 100%. During this assagpkss were collected in regular time intervals| gedwth

were evaluated and broth decolorization was obslefidee organic matter and total phenolic compoueds! in

the culture broth showed a decrease in all RLAsath0% and 75% RLA presented high total phenelisaval,
85% and 90% respectively. In the end of the agejcological evaluation of the culture broth wasrfprmed
against Artemia salina. These results showed adtngical decrease of these residues after bicdbgieatment
with C. Versicolor.

Resumo

Foram efectuadas culturas @e versicolor,durante de 20 dias, com diferentes razfes de atdstrRLA
(Residuos de lagares de azeite) 50%, 75% e 100ét6liReam-se amostras em intervalos de tempo regglar
avaliou-se o crescimento celular e observou-sedlandicacdo do caldo de cultura, durante o peridd@nsaio.

Os niveis de matéria organica e de fendis totaisafo de cultura ao longo do tratamento, dimimmipara as
diferentes raz6es de RLA. As culturas com uma rale®0% e 75% apresentaram os melhores indices de
remocéo de fendis totais, 85% e 90% respectivamblatdéinal dos ensaios avaliou-se a toxicidaderésgluos
resultantes, utilizando um modelo detemia salinae comparou-se com a toxicidade inicial destesluesi
ocorrendo uma clara diminuicédo da toxicidade dos Bepois de sujeitos ao tratamento dBmVersicolor

Palavras-Chave: Residuos; Fendis; CQ®iolus_versicolorBiotratamento.

INTRODUCAO

Em Portugal, a oliveira € uma das culturas que msiperficie ocupa no territério nacional,
estando esta distribuida por todas as Regides iAgr&lo Continente, destacando-se o
Alentejo com cerca de metade da producéo nacitdil 010).

A industria de obtencdo de azeite, com elevadordsse econOmico, esta associada a
producédo de residuos com elevado CQO que, alipdssanca de fendis origina um problema
ambiental de elevada dimenséo. De facto, sdo agaakiais de dificil biodegradabilidade e
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de elevado poder contaminante. S&o caracterizamtaslgvadas cargas de CQO, contendo
compostos fendlicos que inibem o crescimento miarab Apresentam, também, um elevado
conteudo organico, nomeadamente em lipidos (McNaetal, 2008).

A implementacdo de processos de centrifugacdo e fdses (sem adicdo externa de agua)
para a extraccdo do azeite reduziu ainda assintasuiimente o consumo de agua e o
volume de residuos que se produzem. No Alentejmergm funcionamento em 2001 uma
grande unidade de secagem que processa parte gegobahumidos produzidos na regiéo,
porém em grande parte dos lagares utilizam-se s$ageaarmazenamento para as aguas
resultantes, bem como de alguns dos residuos gaanda azeitona, sem que estes tenham
hipétese de ser comercializados ou processados.

Os custos econdmicos associados ao problema amibiefid tém permitido encontrar
solugdes, dai que a aplicacdo da legislacdo amabiemt sido por enquanto adiada e tém sido
encorajados protocolos de investigacdo no sentd@bbrizacdo destes residuos.

Diversos microrganismos especialmente fungos daselados Basidiomicetos tém sido

utilizados na transformacéo de aguas rucas (Adifyal, 2009). O efluente resultante da

degradacgédo aerdbia utilizando culturas destes fuagoesenta uma carga de CQO inferior e,
principalmente, um teor fendlico mais baixo (Aggeli al, 2003).

Neste trabalho pretende-se optimizar o processoraeteimento d€oriolus Versicolorem
fermentacdo submersa, utilizando residuos de ugwalde armazenamento de detritos de
lagar de azeite (RLA). O lagar seleccionado pafae&studo opera num sistema de duas fases
e produz em simultaneo, azeitonas em conserva, quedoos residuos da lagoa também
apresentam a agua da salmoura.

MATERIAL E METODOS

Residuos de Lagares de Azeite (RLA)

Os Residuos foram obtidos no Lagar de azeite HerdadCastros em Campo Maior, distrito
de Portalegre. Este Lagar funciona num sistemauds fhses, sendo que a agua da conserva
de azeitonas é incorporada aos residuos, resultzomoisto num aumento da salinidade.
Apos a recolha, os residuos foram esterilizadosgtoclave a 121°C. Sendo depois usados
nas culturag.Versicolor

Preparacdo dos in6culos

As células deC. Versicolorforam conservadas a 4°C,em rampas com meio s@iderdo
4g/L de extracto de batata, 20 g/L de dextrose g/lLl5le agar (PDA). Antes da utilizacédo as
células sédo repicadas para novas rampas de PDolgsitdas a 28°C, durante 7 dias.

Culturas Liquidas

C. Versicolorfoi pré incubado em frascos agitados Erlenmeye25fanL contendo 100mL
de meio de cultura contendo extracto de malte,ogi20 g/L e peptona 2 g/L (MGP). O
crescimento de&. Versicolorfoi levado a cabo durante duas semanas a 150r@BfCerim
agitador orbital (IKA®, KS 4000 i control).As cuhas liquidas foram efectuadas em frascos



Erlenmeyer de 250mL contendo 100mL de diferentedes entre os RLA e 0 meio de
cultura MGP, 50% RLA, 75% RLA e 100% RLA esterilizes a 121°C. Usaram-se 10 ml do
inoculo descrito no ponto anterior. As culturasaforagitadas a 150rpm a uma temperatura
constante de 28°C durante 20 dias, tendo sidohidasl amostras periddicas durante esse
periodo. O ensaio foi elaborado em triplicado.

Métodos Analiticos

Durante este ensaio foram analisados o conteudb dot compostos fendlicos, a caréncia
quimica de oxigénio (CQO) e a coloracdo do meicudtira. O método de Folin—Ciocalteu
adaptado de BOX(1984) foi utilizado na determinagéacontetdo total em fendis. O CQO
foi determinado utilizando o método descrito poeéhberget al(1992). As amostras foram
recolhidas em ambiente estéril, centrifugadas derd® minutos a 3000 r.p.m. e 0 sobrenada-
te foi analisado utilizando os métodos enunciad®ssteriormente as amostras foram
conservadas a -20°C.

Ensaios Toxicolégicos

A toxicidade dos RLA foi testada utilizando o madele Artemia salinade acordo com
ARTOXKIT (1990). Os RLA foram diluidos em agua do mar sintética @fmalidade de
perceber o efeito toxico deste residuo antes e@fasamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento biolégico dos RLA usando culturasgCde/ersicolorfoi conduzido utilizando
50% RLA, 75% RLA e 100% RLA, durante 20 dias.

No inicio do ensaio a cor do meio de cultura estacgno-escuro e tinha um cheiro intenso,
caracteristico.

As Fig 1 e 2 mostram alguns pormenores das culefesguadas com 50% e 75% de RLA
passados 4 e 20 dias, respectivamente. Pode obseruan aumento da biomassa flngica e
simultaneamente uma clarificacdo do meio de cultura

Figura 1: Aspecto das culturas efectuadas com S®RLA passados 4 dias (A) e no final do ensaio (B).



Figura 2: Aspecto das culturas efectuadas com RLA passados 4 dias (C) e no final do ensaio (D)

Sabe-se que os RLA contém todos os elementos e&ssepara o0 crescimento microbiano
(minerais, hidrogénio e fontes de carbono), masémvarios inibidores de crescimentos,
tais como acidos organicos e compostos fenélicasuadAcomposicédo depende da maturidade
e variedade da azeitona que vai originar o residuainda da tecnologia empregada na
extraccdo do Oleo usado (Festas De RosUrsinosja-Badilla, 1992).

Os resultados mostraram Qe Versicolortem capacidade de utilizar estesiduos como
fonte de carbono e energia, em culturas liquid&s7%3% de RLA, conduzindo a densidades
celulares elevadas nas culturas.

Variacdo do Conteldo Fenélico nas culturas

Determinou-se o contetdo em fendis totais duramtedias de cultura. As Fig. 3 e 4
representam a percentagem da reducdo total desféad@nte os ensaios, usando 50% e 75%
de RLA, respectivamente. Pode observar-se queilexista reducdo no conteudo de fendis
totais para as razdes de 50% e 75% de RLA (Figl)3 e

Nos caldos de cultura onde se utilizou RLA com zZoade 100%, sem adicdo de meio
nutritivo, obtiveram-se reducdes de fendis totais @erca de 50%, abaixo das reducgbes
observadas para as outras razfes. Dado que néafeétuada diluicio do RLA, a toxicidade
apresentada podera ter condicionado o crescimen® Wersicolor dai, o fraco crescimento
do microrganismo em relacédo as outras culturas asese assim um menor crescimento
biolégico, resultando numa pouca clarificagdo ddade cultura.
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Figura 3: Percentagem da reducéo total de fend&thi20 dias, usando 50% RLA.
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Figura 4: Percentagem da reducao total de fendantki20 dias, usando 75% RLA.

A Fig 3 mostra que apos 7 dias de cultura, paszaorde 50% RLA, a remoc¢do de fendis ja
era de aproximadamente 80%,0u seja, cerca de 94&6mdgdo atingida no final do ensaio, o
gue sugere que podera ndo ser necessario o prolenga do tempo de cultura nestas
condicoes.

Contudo, para uma razdo de 75% de RLA, ao fim dkag a remocdo de fendis foi de
aproximadamente 40%, metade da remocdo observaalaapazdo de 50%, e sO apOs mais
algum tempo, cerca do 14° dia de cultura a rematiage um nivel de 90%.

A partir dos 14 dias a cultura efectuada com 75% Rlostrou um perfil de percentagem de
reducdo de fendis totais equivalente ao da cuéifeetuada com 50% RLA (Fig 3 e 4) e, de
facto, ambas as culturas (razbes 50% e 75% de RN eficientes na remocdo de
compostos fendlicos, com percentagem de remoc¢&86%ee 90% respectivamente.

Medicéo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

O valor da Caréncia quimica de Oxigénio (CQO) épamametro que mede indirectamente a
guantidade de matéria organica susceptivel dexdgada por meios quimicos que existam
numa amostra liquida. No sobrenadante das cultled% e 75%, obteve-se uma reducao
do valor de CQO de 55% e 60% respectivamente (Fi@.gue nos indica uma diminui¢cao
da matéria organica nos RLA depois de sujeitasa@mento bioldgico cor@. versicolor.
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Figura 5: Percentagem da reducéo total de CQO dtee?0 dia, usando 75% e 50% de RLA.



No caso especifico do caldo de cultura com umaorded50%, s6 apds o 12° dia a remogao
de matéria organica passou a ser mais efectivag t@esde entdo uma grande remocao até ao
final do tratamento. No caso do caldo de cultuna cona razdo de 75% a remocao foi mas
uniforme, tendo um crescimento continuo até ad fioaratamento. Pode ainda observar-se
uma maior reducdo dos niveis de CQO na cultura B8 hos primeiros dias
comparativamente com a cultura de 50%, sendo quinabas percentagens de remocao
foram as duas cerca de 60%.

Toxicidade

A toxicidade dos RLA foi testada utilizando o madetle Artemia salina descrito
anteriormente. Testaram-se 0s meios de cultura sobsenadantes correspondentes as
culturas de 20 dias, para cada uma das % de Rli2adihs.

A Fig 6 mostra a percentagem da MortalidadeAdemia salinana presenca dos meios de

cultura com RLA a 50% (né&o tratado) e na presemcaotbrenadante das culturas, apés 20
dias de crescimento (tratado). Pode observar-setajue os RLA tratados como 0s nédo

tratados apresentaram uma % de mortalidade elepstalo ndo diluidos. Para os RLA nao

tratados, até uma diluicdo de 60% continua a obsee % de mortalidade de 100%. Para os
RLA tratados (sobrenadante das culturas de 20 diag)a diluicdo de 60% corresponde uma
% de mortalidade inferior a 1%, mostrando que eskdactos ndo apresentam toxicidade
paraA.saling nestas condi¢cdes de ensaio

100—¢— 50% RLA n3o 9 \g
30 tratada
X
g 60 50% RLA tratada
3
= 40 '|'
S 20 T 1
o —
20 (0] 20 40 60 80 100
RLA % (v/v) em agua do mar

Figura 6: Percentagem da Mortalidade de Artemiarsahos RLA a 50% (tratado e nao tratado).

A Fig. 7 mostra a percentagem de MortalidadéAdemia salinana presenca dos meios de
cultura com RLA a 75%. Estes ensaios mostrarammaiar toxicidade do caldo de cultura,
comparativamente aos de 50%. Quando usados ostRitAdos e nao tratados, sem diluicdo
ou com uma diluicdo de 80%, a % de mortalidad@.dgsalinafoi 100%. Para os RLA sem
tratamento, este valor de mortalidade manteveéearat diluicdo de 40%, decrescendo para
perto de 50% de mortalidade quando a diluicdo spardeu a 20% de amostra. Os RLA
tratados e diluidos a 60% apresentaram uma toxieidde 20%, decrescendo depois
gradualmente com as diluigdes.
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Figura 7: Percentagem da Mortalidade de Artemiarsahos RLA a 75% tratado e né&o tratado.

CONCLUSOES

C. Versicolor apresentou a capacidade de cresceRledn reduzindo o conteudo em fendis
totais para aproximadamente 85% do seu valor Inida culturas deC. Versicolor
apresentaram ainda capacidade de diminuir o CQQaldss de cultura, evidenciando uma
diminuicdo da matéria organica presente nesteduesi

As reducdes de toxicidade foram verificadas num etmde Artemia salina. No caso dos
RLA néo tratados a % de mortalidade foi sempre rsmpaos tratados. Este trabalho abre
novas perspectivas para uma valorizacao destekiossa nivel bioldgico.
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