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0 sol nasce, 0 Sol se poe,
mostrando gue o tempo é apenas
a mudanca de nos mesmos,
da mesma forma que os momentos
felizes e infelizes se sucedem,
mostrando gue tudo passa
e tudo recomeca.

0 que permanece é a esperanca.
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RESUMO

O uso crescente do d-limoneno e a escassez de informagdo sobre sua
biodegradagéio geraram a necessidade de se estudar o destino ambiental dos
mesmos, assim como, 0s processos bioldgicos efetivos para sua degradagédo. O
objetivo deste trabalho foi encontrar microrganismos capazes de degradarem altas
concentragfes de d-limoneno quando presentes em efluente industrial. Para este
estudo o0s microrganismos foram isolados do efluente de uma indGstria de suco de
laranja, através de isolamento por superficie. Além disso, foram utilizados os
fungos ligninoliticos pertencentes a colegédo de microrganismos do Laboratério de
Sistematica e Fisiologia Microbiana, com comprovada atividade degradativa de
compostos toxicos. Os microrganismos foram pré-selecionados por crescimento
visual e porcentagem de degradacgio por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A selegéo foi realizada através da avaliagéo do tempo de crescimento (1,
3, 5 e 7 dias) e efeito da concentragédo de d-limoneno (1, 3, 5 e 7%), utilizando-se
determinacdo da atividade de enzimas intracelulares (Catecol 1,2 diioxigenase;
Catecol 2,3 dioxigenase; Protocatecol 3,4 dioxigenase; Aldeido desidrogenase) e
enzimas extracelulares (Lacase; Peroxidase; Lignina Peroxidase e Manganés
Peroxidase), teste de toxicidade e porcentagem de degradacdo por CLAE. Apés,
os melhores microrganismos foram crescidos no efluente industrial contendo 3 e
5% de d-limoneno por 3 dias e, por fim, identificados. Ao todo foram estudados
576 microrganismos isolados, entre bactérias, leveduras e fungos filamentosos e
56 fungos ligninoliticos. Foram pré-selecionados 5 microrganismos e, apds
selegdo, somente 3 foram estudados no efluente industrial, sendo 2 bactérias e
um fungo filamentoso. Os microrganismos apresentaram melhor crescimento em
meic contendo 3% de d-limoneno, crescidos por 3 dias. Apos estudo, as linhagens

foram identificadas como sendo Pseudomonas sp.; Enterobacter sp. e Fusarium

sp.

XV



ABSTRACT

The continuous use of d-limonene and the shortage of information on its
degradation have lead to the study of its environmental destination as well as of
the biological processes responsible for degradation. The purpose of this work was
to isolate microorganisms from industrial wastewater able to degrade high
concentrations of d-limonene. The microorganisms isolated from wastewater
samples collected at an orange juice industry together with the microorganisms
belonging to the culture collection of the Microbial Systematic and Physiology
Laboratory — FEA, UNICAMP, and previously known to degrade toxic aromatic
compounds, were used through out this work. A pre-selection based on visual
growth and also the degradation (%) of d-limonene, determined by High
Performance Liquid Cromatography (HPLC), following growth of the strains was
carried out. The chosen strains were then grown for1,3 5 or7 daysin 1,3, 5, 0r7
% (viv) of d-limonene. The intracellular enzymes catechol 1,2 dioxygenase,
catechol 2,3 dioxygenase, protocatechol 3,4 dioxygenase and aldehyde
desidrogenase; the ligninolytic enzymes laccase, lighin-peroxidase, manganese-
peroxidase and peroxidase; as well as the effect of the concentration of d-
limonene on growth and the degradation of d-limonene following growth were
determined. The microorganisms showing the best results were selected and
cultivated in the d-limonene enriched (3 or 5 % v/v) wastewater from the orange
juice industry. A total of 576 microorganisms were isolated and 56 ligninolytic fungi
were used. Five straing were chosen following the pre-selection experiments, from
which three were selected for growth in the enriched industrial effluent. Best
growth was observed in the 3% d-limonene-enriched effluent, following three days
of cultivation. These strain were identified as Pseudomonas sp, Enterobacter sp

and Fusarium sp.
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O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo, seguido dos Estados
Unidos, sendo que em 1996, o estado de S&o Paulo foi responséavel por mais de
80% da produgéo do pais. A grande produgéo de citricos no Brasil colocou o pais
na posigdo de maior exportador mundial de suco concentrado, com uma
participacdo de 71% do mercado internacional, sendo a responsavel pelo

funcionamento de diversas inddstrias,

Da produgdo mundial de laranja, a maioria € utilizada na fabricag&o de suco
concentrado. Entretanto, estas indUstrias produzem também grande quantidade de
subprodutos, como casca, semente, membrana e outros componentes, que

podem se tornar matérias-primas para a fabricagéo de novos produtos.

O primeiro subproduto da indlstria de citricos foi o dleo de laranja e, hoje,
se destaca como um dos principais produtos geradores de receitas as empresas
do setor. O monoterpeno d-limoneno, principal componente do 6lec da casca da
laranja, tem aplicacdo em diversas industrias, sendo também & utilizado como
material na fabricagéo de resinas adesivas, solventes, garrafas plasticas. Além
disso, seu uso comercial aumentou muito nos Gltimos anos pelo fato do d-
limoneno ser excelente solvenie industriall ou agente desengordurante,

substituindo os cloroflucrohidrocarbonos.

Apesar do numero ilimitado de aplicagbes do d-limoneno, ele possui
também ag&o antimicrobiana e, portanto, sua liberagdo para a linha de tratamento
de efluentes industriais é prejudicial, uma vez que pode destruir a flora microbiana

do processo.

O d-limoneno e s compostos resultantes de sua auto-oxidagéo possuem
propriedades alergénicas podendo causar problemas as pesscas expostas a
estes, tanto por contato direto com a pele como por inalag8o, quando presentes

em altas concentragdes nas linhas de tratamento de efluente.

O uso crescente do d-limoneno como matéria-prima por diversas industrias,
o conseqgliente aumento da concentragdo deste composto nas estagbes de
tratamento de efluentes (ETE) e a escassez de informacdo sobre a sua
biodegradagdo geraram a necessidade de se estudar o destino ambiental dos

mesmos, assim como, 0s processos bioldgicos efetivos para sua degradagéo.
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BIODEGRACAQ DO D-LIMONENO

2.1 Industria de suco de laranja no Brasil

A primeira fabrica de suco de laranja concentrado foi implantada no Brasil,
durante a || Guerra Mundial, para o fornecimento do mercado interno, seguindo os
moldes norte-americanos. Somente na década de 60, a industria brasileira de
suco e outros subprodutos da laranja ganhou impulso, motivada pela forte geada
que, em 1961, destruiu grande parte da citricultura dos Estados Unidos (LARANJA
BRASIL, 2003). Em 1981, as exportagdes brasileiras de suco de laranja
concentrado ultrapassaram 600 mil toneladas anuais (ABECITRUS, 2004).

Ainda hoje, Brasil e Flérida sdo as duas principais areas fornecedoras de
fruta para a produgdo de suco concentrado, principalmente a partir de laranja
doce. No Brasil, a maior parte da produgdo brasileira de laranja destina-se a
indastria do suco, que esta concentrada no Estado de S&o Paulo, onde é a
economia essencial de 204 municipios. Atualmente, a citricultura € uma das mais
tipicas atividades agroindustriais, com alto faturamento anual centralizado
principalmente em suco concentrado e subprodutos. Somente na safra de 2003
foram exportadas 1.247.834 toneladas de suco de laranja concentrado
(ABECITRUS, 2004; LARANJA BRASIL, 2003).

Apesar do suco concentrado e congelado ser o principal produto da laranja,
as industrias produzem ainda uma serie de outros subprodutos, tais como, dleos
essenciais, d-limoneno, terpenos e farelo de polpa citrica. Esses subprodutos
possuem diferentes aplicagbes no mercado interno e externo que incluem
alimentacdo animal, fabricagdo de produtos quimicos e solventes, aplicagdo em
industrias de tintas, cosméticos, etc. A Figura 1 mostra que o suco representa
aproximadamente 45% do rendimento da laranja, mas muitos outros subprodutos
sdo obtidos a partir da fruta (ABECITRUS, 2004).
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SUCO  H.81% -~

CELULAS  267%
CONGELADAS

OLEOS 1,79%
ESSEHCIAIS

D-LIMOHEHO U4

LIQUIDOS 0.87%
AROMATICOS

FARELO .ida

Rendimentos da Laranja

Figura 1: Subprodutos da laranja e seus respectivos rendimentos.

As celulas congeladas correspondem a polpa pasteurizada e congelada
que pode ser utilizada em produtos como sucos, sucos concentrados,
refrigerantes e outras bebidas. O farelo de polpa citrica peletizado ou farelo de
casca de laranja & obtido por meio de tratamento de residuos sélidos e liquidos
remanescentes da extragao do suco. Este produto & usado como ragao animal,
principalmente na pecuaria. Os 6leos essenciais sdo retirados da casca das frutas
citricas e tém aplicacdo em varias industrias, como cosmética, farmacéutica e
alimenticia. Através da remogao de compostos oxidantes destes oleos, obtém-se o
d-limoneno o qual pode ser utilizado, por exemplo, em solventes de resinas,
borracha, pigmentos, tintas, fabricacdo de adesivos, etc. Outros subprodutos que
também possuem aplicagcdo no mercado externo e interno séo pectina, fibra,
flavondides e limonino (ABECITRUS, 2004; BRADDOCK, 1995).

2.2 Oleo Essencial de Frutas Citricas

Os oleos essenciais, tanto de frutas citricas como outros, consistem de uma
mistura de terpenos e sesquiterpenos, compostos oxigenados e residuos néo
volateis, sendo que o termo 6leo implica que estas substancias sdo insollveis em

agua, mas soluveis em solventes polares (MARQUES, 1997).
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O dleo essencial aromatico € uma camada oleosa separada durante a
coleta da esséncia aquosa citrica, enquanto que o 6leo da casca € espremido de
glandulas presentes nesta durante a extragdo do suco, ndo entrando em contato
direto com 0 mesmo, pois contém substancias amargas (POTTER e HOTCHKISS,
1995). O dleo citrico da casca é encontrado em sacos de forma oval, na porgao
colorida do flavedo, e age como barreira toxica natural para entrada de
microrganismos. Ele é composto, principalmente, de d-limoneno (mais de 90%) e
outros mone e sesquiterpenos. Entretanto, os terpenos ndo contribuem muito para
a fragrancia do 6leo essencial aromatico, agindo mais como carregador dos
compostos aromaticos (KIMBALL, 1991).

A recuperagdo do Oleo citrico da casca como subproduto para uso como
matéria-prima por diversas industrias, tais como, de perfume, de cosmético,
farmacéutica, de inseticidas e téxteis, previne que este seja um grave poluente
ambiental (MATTHEWS e BRADDOCK, 1987). A utilizagdo dos monoterpenos,
tais como, d-limoneno, a-pineno, p-pineno e linalool, em larga escala industrial, na
tentativa de encontrar substitutos para solventes clorados e clorofluorocarbonos, é
recente (MISRA e PAVLOSTATHIS, 1997, PAVLOSTATHIS e MISRA, 1999).
Todavia, 0 aumento do uso industrial de monoterpenos e consequiente aumento
das concentragbes destes compostos e de outros terpenos nos efluentes das
industrias citricas, assim como das quimicas e farmacéuticas, pode causar danos
aos organismos que compdem o lodo ativado das estagbes de tratamento de
efluentes, ocasionando problemas sérios ao funcionamento gera! destas industrias
(CONNOR et al., 1993; KARLBERG; MAGNUSSON e NILSSON, 1994; MISRA;
PAVLOSTATHIS e PERDUE, 1996; CHANG, KARLBERG e MAILBACH, 1997,
MISRA e PAVLOSTATHIS, 1997, MUMTAZ et al, 1998; PAVLOSTATHIS e
MISRA, 1999: VILA et al., 1999). No campo da ecotoxicidade, os efeitos dos
compostos lipofilicos sobre os microrganismos tém recebido muita atengéo, uma
vez que estes organismos tém papel essencial na remogdo de poluentes do meio
ambiente e, portanto, a inibigdo na biodegradagéo, devido a insolubilidade em
agua e conseqiientemente menor biodisponibilidade, resulta em um aumento no
periodo de remogéo dos mesmos (SHIKKEMA, BONT e POOLMAN, 1995).
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2.3 Terpenos

Os terpenos constituem a maior familia de produtos naturais encontrados
na natureza, sendo que, mais de 30000 diferentes monoterpenos ja foram
identificados (WERF; KEIJZER e SCHAT, 2000). S0 hidrocarbonetos insaturados
derivados de unidades de isopreno e encontrados na maioria das plantas
superiores (IKAN, 1990; WERF, OVERKAMP e BONT, 1998; WERF, SWARTS e
BONT, 1999), sendo os oleos essenciais citricos € de madeira as fontes mais

abundantes de terpenos. Na figura 2, observa-se uma unidade de isopreno.

CH2= C= C—CH3
l
CHs

Figura 2: Unidade de isopreno.

Os terpenos possuem fortes odores mesmo em baixas concentracées, sio
insoliveis em agua e considerados ndo agressivos aos metais € 34 maioria dos

plasticos e dos polimeros, entretanto, sdo materiais inflaméaveis (IKAN, 1990).

De acordo com o numero de unidades de isopreno ligadas, os terpenos
podem ser classificados em: monoterpenos (CigHig), sesquiterpenos (CisHg4),
diterpenos (CyoHsp), triterpenos (CagHas), tetraterpenos (CaoHss) e politerpenos
(CsHs)n (IKAN, 1990; WERF, SWARTS e BONT, 1999).

2.3.1 Monoterpenos

Os monoterpenos constituem a classe mais simples de terpenos
encontrados na natureza, sendo os maiores componentes dos 6leos de plantas
(WERF, KEIVZER e SCHAFT, 2000). S&do sintetizados a partir de duas unidades
de isopreno através de diferentes processos. Os monoterpenos sdo, de
preferéncia, produzidos por plantas que contém ductos de resinas, sendo que a
emissdo destes compostos esta associada a fotossintese, uma vez que &
estimulada pela luz, declina no escuro e € inibida na auséncia de CO; no ar, As
enzimas monoterpenos sintetases catalisam ¢ passo final do difosfato geranil para

varios monoterpenos e, através de diferentes processos de ciclizagéo, ocorre a

10
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formagé&o destes compostos (FISCHBACH et al., 2000; BOON, BOON e MULDER,
2000).

Os monoterpenos s&o subdivididos em trés grupos: aciclicos, monociclicos
e biciclicos (IKAN, 1990; TRUDGILL, 1990; MISRA, PAVLOSTATHIS e PERDUE,
1996, WERF, KEIJZER e SCHAFT, 2000), sendo que os monoterpenos ciclicos
sdo chamados de monoterpendides. A Figura 3 mostra alguns monoterpencs

bastante encontrados na nafureza.

(e FHs CHs
|
CHy
| OH
HsC CH3 HaC CHp HsC CHa
MIRGENO D-LIMONENO TERPINEOL
CHs CHO CH,
ALFA-PINENO
CARVONA ALDEIDO PERILICO

Figura 3: Alguns monoterpenos importantes encontrados na natureza: Mirceno
(monoterpeno aciclico); D-limoneno {monoterpeno hidrocarbono), Terpineol
(monoterpeno  lcool); Carvona (monoterpeno acetona); Aldeido perilico

(monoterpeno aldeido); a-pineno (monoterpenao biciclico).

Tradicionalmente, os monoterpenos sdo muitc usados como agentes
flavorizantes na indastria de alimentos e de perfumes e alguns monoterpenos, que
possuem valor medicinal, s&o usados na indUstria farmacéutica. O efeito dos
monoterpendides no crescimento e atividade microbiana tem sido estudado,
primariamente, para determinar o potencial destes compostos em prevenir o

crescimento de microrganismos patogénicos na inddstria de alimentos

11
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(SHIKKEMA; BONT ¢ POOLMAN, 1995; AMARAL et al., 1998; BARNHART et al.,
1999; ONKEN e BERGER, 1999).

Recentemente, a biotransformagdc microbiana de monoterpenos em
compostos de interesse comercial, tais como, o-ferpinol, limoneno 1,2-diol e acido
perilico, e a degradagdo destes, quando presentes em efluentes industriais, tem
recebido atencdo. Entretanto, ainda é pequeno o conhecimento de como os
monoterpenos afetam bactérias e fungos, mas sabe-se que estes compostos
exercem propriedades antimicrobianas através do rompimento da cadeia de
transporte de elétrons e da fosforilagdo oxidativa (AMARAL et al., 1998, WARD;
COURTNEY e LANGEHEIM, 1998).

2.3.1.1 D-limoneno

E um monoterpeno monociclico encontrado em frutas citricas e especiarias,
vegetais e plantas, sendo componente de mais de 300 dleos essenciais em
concentragbes que variam de 95% (lim&o, laranja) a menos de 1% (palmorosa)
(TAN e DAY, 1998, WERF, KEIJZER e SCHAFT, 2000; ADAMS,
DEMYTTENAERE e KIMPE, 2003). Ao lado do a-pineno € 0 mais abundante
terpeno na natureza (DEMYTTENAERE, BELLEGHEM e KIMPE, 2001). E um
liquido insolOvel em agua, de cor branca a amarelada, leve odor citrico e bastante
inflamavel (BRADDOCK, TEMELLI e CADWALLADER, 1986).

A fonte primaria de d-limoneno sao os vapores da produgdo do suco citrico
(TAN e DAY, 1998). Estima-se que a producdo anual de d-limoneno seja de 50000
ton/ano (DUETZ et al., 2001). Durante o processamento do suco, o d-limoneno
extraido & levado para tanques de armazenamento e depois vendido para uso
industrial. Quando liberado como residuo é levado para aterros ou incinerado,
dependendo das leis municipais, estaduais ou federais que controlam os aterros
sanitarios (MACHADO, 1997). Na Figura 4, observa-se o esquema de como se

obtém o d-limoneno a partir da laranja “in natura”.

12
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Figura 4: Esquema de obtengéo do d-limoneno a partir da laranja “in natura”.

Durante a extragdo do suco ocorre a ruptura dos sacos de 6leos presentes

na casca € o 6leo liberado € lavado, formando a emulséo dleo/agua. Esta emulsio

é centrifugada, separando a emulsdo rica em dleo da fase aquosa. A emulséo é

entdo destilada obtendo-se o d-limoneno. A casca e a polpa séo levadas para

fabrica de ragdo e uma pequena parte de d-limoneno é recuperada (KIMBALL,

1991).

Existem algumas questdes recentes no que diz respeito a toxicidade do d-

limoneno. Quando liberado no meio ambiente ele exerce efeito téxico sobre

microrganismos, insetos e plantas através da inibicdo da fosforilagdo oxidativa e

mudangas da membrana celular, afetando a sua funcionalidade como barreira
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seletiva e como matriz enzimatica (URIBE e PENA, 1990; SHIKKEMA, BONT e
POOLMAN, 1995). Este composto ¢ usado como inibidor do crescimento flingico,
sendo também antimicrobiano, antiviral, antilarval e repelente de insetos
(MATHEWS e BRADDOCK, 1987; CHASTAIN et al., 1996; THE ROD FAMILY
TRUST, 1997; DELORME, CRISOFULLI e WARNER, 1998; PRATES et al., 1998).
Segundo SANTOS et al. (1998), os dleos essenciais exibem propriedades tdxicas,
repelentes e atrativas em numerosas espécies de insefos. Além disso, eles
reduzem a fecundidade de varios insetos herbivoros. Em seu trabalho, o d-
limoneno demonstrou grande acgdo inseticida, sendo tdxico ao inseto via

penetracédo pela cuticula, sistema respiratério e aparelho digestivo.

Ja existem trabalhos que demonstram que o d-limoneno pode causar varios
danos para algumas espécies de ratos (ANDERSON e ANDERSON, 2000).
Aparentemente, quando o d-limonenc € consumido por ratos, um de seus
subprodutos (cis-d-limoneno-1,2-0xido) se liga a proteina alfa-2T-globulina,
impedindo sua degradac¢do. O acimulo desta proteina no rim provoca danos a
este 6rgdo e cancer (DIETRICH e SWENBERG, 1991; HARD e WHYSNER,
1994). Esta agdo ndo & observada em humanos, pois estes ndo sintetizam a
proteina alfa-2T-globulina. Em seres humanos o d-limoneno & convertido em 2
metabdlitos (d-limonenc 8,9-glicol e d-limoneno 1,2-glicol), os quais s&o

eliminados pelo rim.

Para humanos o dHimoneno pode ser irritante para pele, olhos e
membranas das mucosas do nariz e da garganta, podendo causar nauseas,
vomitos, queimagéo abdominal, diarréia e dor de cabega quando ingerido, além de
irritar todos os tecidos, podendo também levar ao colapso circulatdrio (FALK,
1991, KARLBERG ¢ DOOMSGOOSSENS, 1997; MACHADO, 1997; CHANG,
KARLBERG e MAILBACH, 1997). A inalagdo pode causar tontura, taquicardia,
dificuldades respiratérias, inconsciéncia e convulséo, sendo que o d-limoneno
constitui-se em um veneno quando injetado por via intravenosa, sendo
moderadamente toxico por via intraperitoneal e menos toxico quando ingerido
(KARLBERG e DOOMSGOOSSENS, 1997; CHANG, KARLBERG e MAILBACH,
1997).

14
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O d-limoneno é considerado geralmente seguro pelo Food and Drug
Administration (FDA)-USA, mas trabalhadores de uma estagdo de tratamento de
efluente municipal em Boston - MA, nos Estados Unidos, apresentaram sintomas,
como, irritagéo do sistema respiratério e dor de cabega, causados por exposigdo a
um composto, o qual foi identificado como sendo d-limoneno. Por isso, foi sugerido
que fossem determinadas concentragdes limites de descarte deste composto para
proteger a integridade dos trabalhadores das linhas de tratamento de efluentes,
assim como, a sanidade da fauna e da flora presentes na costa maritima e nos
rios ao redor de Boston (CONNOR et al., 1993).

2.4 Degradacao dos monoterpenos por microrganismos

O d-limoneno é considerado pela Agéncia de Protegdo Ambiental
Americana (EPA) como sendo biodegradavel, mas sua baixa solubilidade e alta
volatilidade podem causar problemas quando presentes, em altas concentragées,
nas Estacdes de Tratamento de Efluentes (CONNOR et al., 1993).

A degradac&o microbiana de monoterpenos sob condigbes tanto aerobias
como anaerdbias tem sido estudada (AMARAL et al, 1998). O estudo da
biodegradagdo dos monoterpenos esta voltado principalmente para os processos
aerobios, mas em sistemas naturais de solo, a redugéo por nitrato ou outros
processos anaerobios, tais como reducdo de sulfato e metanogénese, também
podem ser importantes (MISRA e PAVLOSTATHIS, 1997; PAVLOSTATHIS e
MISRA, 1999). Em altas concentragbes, a toxicidade ndo especifica aos
microrganismos pode impedir a decomposi¢édo e mineralizagdo, podendo inibir
processos, como a nitrificagdo de solos (WARD, COURTENEY e LANGEHEIM,
1998; PAVLOSTATHIS e MISRA, 1999).

Varios microrganismos t&m sido descritos como sendo capazes de utilizar o
d-limoneno como unica fonte de carbono e energia, incluindo bactérias, fungos
filamentosos e leveduras (MARS, GORISSEN e VAN DEN BELD, 2001).

Muitos trabalhos foram desenvolvidos nos Udltimos anos sobre
biodegradagao do d-limoneno, sendo que o0s primeiros dados séo da década de 60
(DEMYTTNAERE, BELLEGHEM e KIMPE, 2001). Atualmente, esta sendo muito

estudada a bioconverséio de d-limoneno para outros monoterpenos de valor mais
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elevado, uma vez que este composto é relativamente barato e facilmente
encontrado na natureza (ADAMS, DEMYTTENAERE e KIMPE, 2003) como, o-
terpineol, limoneno-1,2-diol, acido perilico e carvona, utilizados como compostos
de aroma em alimentos e perfumes. Existem varios estudos sobre esta
bioconversdo utilizando muitos tipos de microrganismos, tais como, Penicillium
digitatum, Cladosporium sp., Pseudomonas incognita, Pseudomonas putida,
Pseudomonas gladioli, Pleurotus sapidus, Xanthomonas sp. (CADWALLADER,
BRADOOCK e PARISH, 1992; BRADDOCK e CADWAL|LADER, 1992; CHANG e
ORIEL, 1994; SPEELMANS, BIJLSMA e EGGINK, 1998; TAN e DAY, 1998;
ONKEN e BERGER, 1999; WELF, KEIUZER e SCHAFT, 2000; ADAMS,
DEMYTTENAERE e KIMPE, 2003). Estes microrganismos, geralmente, utilizam
uma das cinco vias para bioconversdo do d-limoneno: 1) oxidag&o do substituinte
metil para compostos perilicos; 2} oxidagdo alilica para cis e trans-carveol; 3)
epoxidac¢do da dupla ligagdo na unidade isopropenil para o-terpineol; 4) converséo

da dupla ligagédo do anel para o correspondente diol; 5) formag&o de isopiperitenol.

Entretanto, nestes processos, a formagéo destes monoterpenos ocorre,
geralmente, em quantidades insuficientes devido a toxicidade microbiana do d-
limoneno (ONKEN e BERGER, 1999; ADAMS, DEMYTTENAERE e KIMPE,
2003). A deficiéncia nos sistemas de biotransformagéo do d-limoneno em produtos
de valores mais elevados, em geral, se deve a volatiidade e a toxicidade dos
terpenos aos microrganismos, dado pelo aumento na fluidez da membrana e
perda de sua integridade. Entretanto, processos de adaptagio podem decrescer a
fluidez da membrana em bactérias pelo aumento de acidos graxos saturados na
membrana fosfolipidica (SPEELMANS, BIJLSMA e EGGINK, 1998; CHATTERJEE
e BHATTACHARYYA, 2001).

2.4.1 Degradagdo de monoterpenos por bactérias

Na dltima década, algumas linhagens bacterianas resistentes ao d-
limoneno, foram descobertas e caracterizadas. Estas linhagens, tais como,
Pseudomonas putida, podem adaptar suas membranas, tornando-se mais
resistentes ao acumulo de terpendides téxicos (SPEELMANS, BIJLSMA e
EGGINK, 1998). KOH et al. (2003), em seu trabalho, conseguiram isolar do meio

ambiente, bactérias capazes de crescer em carvona e limoneno como Gnica fonte

16



BIODEGRACAQO DO D-LIMONENO

de carbono e energia. A maioria das bactérias era Gram-positiva, sendo que 7
linhagens eram da classe Profeobacteria. Em outro trabalho, P.putida foi capaz de
converter o limonenc em acido perilico, gquando cultivada em meio de cultura
contendo glicerof, ambnia e limoneno (MARS, GORISSEN e VAN DEN BELD,
2001). CHATTERJEE e BHATTACHARYYA (2001), utilizando 3 fungos e 15
bactérias, também observaram que P. pulida foi capaz de oxidar o d-limoneno e
converté-lo em &lcool perilico e p-1-mentano 6,8-diol. Entretanto, a degradacgéo
dos produtos pela bactéria ndo foi observada neste trabalho. P. aeruginosa
também foi capaz de converter 95% do d-limoneno presente no meio em o-

terpineol e carvona em trabalho realizado por ACOSTA et al. (1996).

Qutros trabalhos realizados por varios pesquisadores demonstraram a
habilidade de certas bactérias, como Pseudomonas, em degradar totalmente o d-
limoneno. Segundo MISRA e PAVLOSTATHIS (1997), microrganismos presentes

no solo sdo capazes de degradar prontamente monoterpenos, como o-pineno,

limoneno e y-terpineno.

A degradagdo de a-pineno por Pseudomonas forma inicialmente d-
limoneno, carveol, alcool perilico e aldeido perilico, seguida de uma clivagem do
anel e formacédo de metabdlitos acidos que podem ser degradados por B-oxidagdo
{COLOCOUSI, SAQIB e LEAK, 1996; SAVITHIRZ et al., 1998).

Em trabalhos com outros microrganismos, a bactéria Gram-positiva,
Rhodococcus erythropolis, foi capaz de crescer utilizando o d-limoneno como
Gnica fonte de carbono e energia. Este microrganismo produziu a enzima
limoneno-1,2-epoxido hidrolase capaz de transformar o d-limoneno, pois converte
o limoneno 1,2-epdxido em limoneno-1,2-diol (WERF, OVERKAMP e BONT, 19986,
WERF, KEIJZER e SCHAFT, 2000).

DUETZ et al. (2001), utilizando uma linhagem degradadora de tolueno,
Rhodococcus opacus, demonstraram que esta bactéria foi capaz de converter o d-
limoneno em trans-carveol, em culturas onde o folueno foi utilizado como fonte de

carbono.
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2.4.2 Degradagéo de monoterpenos por fungos

Segundo ONKEN e BERGER (1999), o d-limoneno é toxico para os fungos
porque aumenta a fluidez das membranas fangicas, levando a uma
permeabilidade inespecifica da membrana e a perda de sua integridade. Isto
causa um decréscimo do peso seco e uma inativagdo do metabolismo flngico.

Os fungos filamentosos e leveduras, fais como Hormonema sp.,
Trichosporon sp., Candida parapsilosis, Arxufa adensorivorans, foram capazes de
utilizar o d-limoneno produzindo como produtos da biotransformacéo a
iIsopiperitenona, acido perilico, o-terpineol e alcool perilico (VAN DYK, VAN
RENSBURG e MOLELEKI, 1998). Estes autores estudaram a biotransformagéo de
limoneno por fungos e leveduras e observaram que os melhores resultados foram
obtidos por Hormonema sp, quando o d-limoneno era adicionado a cada 12 horas
ao meio de cultura. No mesmo trabalho, os autores também observaram que apés
24 horas da adigdo do monoterpeno houve um decréscimo das células vidveis
assim como um decréscimo da formagdo dos produtos. Entretanto, ndo ficou
esclarecido se a morte celular era devido a foxicidade do composto ou dos
subprodutos formados. Outro fungo capaz de utilizar o d-limoneno produzindo o
acido perilico é o Fusarium verticilloides (OLIVEIRA & STRAPASSON, 2000).

O estudo de TAN e DAY (1998) mostra que o fungo Penicillium digitatum foi
capaz de transformar o d-limoneno em «-terpineol, onde o0 O, acelerou esta
bioconversdo. Em outro trabalho utilizando esporos de P. digitatum, estes foram
capazes de crescer em meio contendo d-limoneno como unica fonte de carbono e
converté-lo em a-terpineol (DEMYTTENAERE, BELLEGHEM e KIMPE, 2001). Em
outra pesquisa, ADAMS, DEMYTTENAERE e KIMPE (2003}, utilizando linhagens
de P. digitatum isoladas de mandarim, obtiveram a converséo de d-limonenc em

a-terpineol.

Os estudos sobre biodegradagdo de monoterpenos mostram que tanto
fungos como bactérias sdo responsaveis por transformag¢des aerobias destes
compostos, tais como, hidroxilagdo na posigéo alilica, oxidagdes de alcoois e
compostos carbonis, ruptura dos anéis carboxilicos e clivagens das ligagdes
carbono-carbono (MISRA, PAVLOSTATHIS e PERDUE, 1996). Algumas destas
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ligagbes estdo presentes na lignina, como ligagéo carbono-carbono e os fungos
ligninoliticos sa@o capazes de cliva-las. Além disso, o sistema enzimatico destes
fungos apresenta uma série de reages de oxidagdo e redugdo capazes de
degradar compostos arométicos (BARR e AUST, 1994; MONTIES, 1994).

FISCHER et al. (1995) estudaram a habilidade do fungo de degradagéo
branca Ceriporiopsis subvermispora de reduzir o contelido das resinas da madeira
e este foi capaz de reduzi-las em 40%. As espécies de Ophiostoma, fungos
comuns encontrados em éarvores coniferas, ndo danificam estruturalmente a
madeira como os fungos ligninoliticos, mas agem sobre seus componentes nio
estrufurais como as resinas acidas, as quais séo ricas em terpenos (WANG et al.,
1995).

2.4.2.1 Fungos Ligninoliticos e seus sistemas enzimaticos

Os fungos responsaveis pela degradag¢éo da madeira podem ser divididos
em 3 classes: fungos de degradagéo branda, fungos de degradagdo marrom e
fungos de degradagéo branca, sendo a mais importante esta ultima, uma vez que
sdo altamente ligninoliticos. Alguns fungos de degradagdo branca séo:
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicofor, Pleurotus sajor-caju, Phlebia
radiata, Bjerkandera adusta (HATAKKA, 1994).

O sistema ligninolitico extracelular dos fungos de degradagéc branca tem
encontrado significantes aplicagbes na area biotecnoldgica, gracas ao sistema
enzimatico altamente oxidativo e ndo especifico produzido pelos mesmos
(COLLINS e DOBSON, 1995). O sistema enzimatico destes fungos os torna
capazes de metabolizar ndo s6 a lignina e seus subprodutos {MANZANARES,
FAJARDO e MARTIN, 1995), mas uma grande variedade de poluentes como
compostos fendlicos e compostos policiclicos aromaticos, azocorantes, defensivos
agricolas, bifenil policlorados (PCB) e outros, podendo ser entdo usados no
tratamento de efluentes industriais e residuos sélidos, contribuindo para a
diminuicdo da poluigdo ambiental (BABITSKAYA, 1994; ARORA, 1995,
GOLOVLEVA e LEONTEVSKII, 1998; RODRIGUEZ, PICKARD e VAZQUEZ-
DUHALT, 1999; ZHANG, KNAPP e TAPLEY, 1999). Além disso, estes fungos sio
capazes de suportar altas concentragdes de poluentes toxicos, ao contrario das
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bactérias (BORJA et al., 1993). As principais enzimas produzidas por eles s&o:

lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase.
2.5 Enzimas responsaveis pela biodegradagéo

As enzimas microbianas s&o ulilizadas na degradagéo dos poluentes
(MARS, GORISSEN e VAN DEN BELD, 1999). A destoxificagdo pode resultar na
completa mineralizagdo do poluente ou em decomposicdo parcial associada com a
perda da atividade biolégica. Muitas enzimas estdo envolvidas neste mecanismo,
protegendo as células das substancias que lhes seriam tdxicas efou permitindo a
utilizagao destes compostos como fonte de carbono e energia (BALAN, 2001).

No caso dos monoterpenos, ainda hoje, pouco é conhecido sobre o seu
metabolismo, especialmente, sobre as enzimas envolvidas nas vias de
degradacao (WERF, KEIJZER e SCHAFT, 2000).

2.5.1 Enzimas extracelulares

S&8o enzimas produzidas pelos microrganismos e liberadas para ¢ meio
circundante, em geral, para degradacdo de moléculas complexas que ndo podem
ser transportadas para o interior da célula (TORTORA, FUNKE e CASE, 2000).
Varias destas enzimas nédo sdo completamente especificas ao substrato, como é o
caso das enzimas ligninoliticas que podem atuar sobre uma série de compostos
téxicos (COLLINS e DOBSON, 1995; BARR e AUST, 1994).

2.5.1.1 Lignina Peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)}

Esta enzima constitui o maior componente do sistema de degradagio do
fungo Phanerochaete chrysosporium (DE JONG, FIELD e BONT, 1994; JOHJIMA
ef al., 1999). Sua produgio tem sido muito estudada devido ao seu uso potencial
no controle da poluigdo ambiental (MACEDO, GOTTSCHALK e BOM, 1999). E
uma glicoproteina que contém Fe" como grupo prostético, e requer H,0; para sua
atividade catalitica (HATAKKA, 1994; REDDY e D’'SOUZA, 1994).

A LiP catalisa a oxidag8o de varios compostos aromaticos através da
remogac de um elétron, com subsequente formacgao de radicais catidnicos tipo aril,
0s quais sdo decompostos espontaneamente dando origem a uma variedade de
produtos finais (HATAKKA, 1994; MANIMEKALAI e SWAMINATHAN, 1998,
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JOHJIMA et al., 1999). A LiP oxida substratos fenélicos para radicais fenoxilas, e
catalisa a clivagem oxidativa de B-O-4, Co-CP e outras ligagdes presentes na

lignina e em compostos modelos de lignina (PEREZ et al., 1997).

Durante o ciclo catalitico da LiP, o Fe™ contido no grupamento heme da
enzima passa por varios estados de oxidacdo (Figura 5). O primeiro passo
compreende a oxidagédo do Fe (Ill) da enzima nativa para Fe (IV), gerando o
composto |. Através da redugdo do composto |, € formado o composto Il, que
ainda contém Fe (IV). O agente redutor pode ser um substrato como alcool
veratrilico ou H2O,. Finalmente, uma etapa de redugéo, via um elétron, retorna a
enzima ao seu estado nativo, completando o ciclo catalitico (BARR e AUST, 1994,
DE JONG, FIELD e BONT, 1994).

R
CHyOH
Fe''=0
T OCH, R
Compasta |
CH;0H
m,
OCH,

F@ « cu,oa/ \ CH,0H F:::@"
Enzima Férica @

OCH, OCH,
OCH; OCH,
>< .
R R

Figura 5: Ciclo catalitico da enzima lignina peroxidase. R representa o substrato
enzimatico na forma reduzida e Re representa o substrato na forma oxidada

(CAMERON; TIMOFEEVSKI e AUST, 2000).

Diferentemente da MnP e da lacase, a LIP é a Unica enzima com
capacidade de oxidar compostos nédo fendlicos metabolizados com alto potencial
oxi-redugdo. A LIiP catalisa reages em meio fortemente acido (pH 2-3), sendo
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que ndo existe muita variagdo no seu modo de ac¢do entre os diferentes fungos
(KERSTEN et al., 1990).

2.5.1.2 Peroxidase dependente de manganés (MnP; EC 1.11.1.7)

E uma glicoproteina com Fe** como grupo prostético, sendo a principal
enzima envolvida no branqueamenioc de polpa kraft e na descoloragdo de
efluentes da indastria papeleira (DE JONG, FIELD e BONT, 1994; ZHANG,
KNAPP e TAPLEY, 1999).

A MnP ¢ cataliticamente dependente de H,0; e de Mn?*, onde Mn(li) é
oxidado para Mn(lll}, e comporta-se como um mediador de baixa massa molar que
pode se difundir para regides distantes na molécula de lignina e iniciar 0 processo
de oxidagdo. Esta enzima pode agir sobre os compostos modelos de lignina,
fendis simples e aminas, oxidando-os (SAYAD| e ELLOUZ, 1995; D’ANNIBALE et
al., 1996, EGGERT, TEMP e ERIKSSON, 1996; PEREZ et al., 1997; KAPICH,
JENSEN e KAMMEL, 1999).

Durante o ciclo catalitico da MnP, o Mn (ll) atua como doador de elétrons
para gerar o composto Il (Figura 6). O mesmo Mn (ll) participa da conversdo do
composto If na enzima nativa. Os ions Mn (lil) gerados s8c estabilizados por
quelagdo com acidos organicos, tais como, lactato, citrato ou malonato. O Mn (l[1)
quelado atua como mediador redox difusivel para catalisar a oxidagdo, via um
elétron, de compostos fenodlicos, gerando radicais fenoxila. (DE JONG, FIELD e
BONT, 1994).
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Figura 6: Ciclo catalitico da enzima manganés peroxidase. R representa o
substrato enzimatico na forma reduzida e Re representa o subsirato na forma
oxidada (CAMERON; TIMOFEEVSK! e AUST, 2000).

2.5.1.3 Lacase {Benzenodiol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

E uma fenoloxidase com ampla especificidade de substratos, sendo uma
enzima produzida por quase todos os fungos de degradacdo branca (EVANS et
al., 1991; DE JONG, FIELD e BONT, 1994; TUOR, WINTERHALTER e
FIECHTER, 1995). A lacase utiliza o O, para oxidar anéis fenoélicos formando
radicais fenoxilas (Figura 7). Sob certas condigbes, esta enzima pode oxidar
compostos n&o fendlicos e clivar anéis fendlicos contendo grupos volumosos
(HATAKKA, 1994). Esta enzima esta envolvida na degradagio da lignina e na
destoxificagdio de compostos fendlicos, bem como na remogio de CI' de
compostos clorofendlicos (BARBOSA, DEKKER e HARDY, 1996). A
especificidade da enzima ao substrato oxidado depende da origem da lacase.
Assim, lacases de diferentes fungos podem oxidar diferentes substratos
(RINGLING e VAN ALFEN, 1993).
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Figura 7: Representagéo de uma reagéo catalisada por lacase (SZKLARZ et al.,
1989).

Até 1995, acreditava-se que o fungo Phanerochaete chrysosporium nao
produzia lacase, e, consequentemente, esta enzima recebeu pouca atengéo.
Entretanto, estudos realizados apés este periodo mostraram que a lacase pode
ser muito importante na degradacéo da lignina e de compostos modelos de lignina
(SRINIVASAN ef al, 1995, EGGERT, TEMP e ERIKSSON, 1996) e a
incapacidade de demonstrar a produ¢é@o de lacase por P. chrysosporium foi devido
ao uso de condigfes de cultura nédo favoraveis a sua producgdo (SRINIVASAN ef
al., 1995).

Segundo REGALADO et al. (1999), a produc@o de lacase por Fusarium
proliferatum gerou oxigénio ativo envolvido no processo de mineralizagdo. Embora
ndo se sabe ao certo o papel da lacase na degradacdo da lignina, sabe-se que

esta enzima é capaz de oxidar grupos fendlicos.
2.5.1.4 Peroxidase

S80 enzimas que contém heme e requerem peroxido de hidrogénio para
atuar sobre 0s substratos modelo de lignina (AITKEN, VENKATADRI e [RVINE,
1989). Podem ser dependentes de manganés presente no meio e desempenham
papel importante na degradagdo da lignina, diminuindo a concentracdo de
peroxido no meio, evitando assim a toxicidade para a celula (SZKLARZ et al,,
1989).

2.5.2 Enzimas intracelulares

S3o enzimas produzidas pelos microrganismos e que atuam no interior das
células (TORTORA, FUNKE e CASE, 2000). Uma vez que os terpenos sdo
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compostos lipofilicos, eles podem difundir-se liviemente através da membrana
celular, podendo ser degradados por enzimas intracelulares (WERF, KEIJZER e
SCHAFT, 1999).

Muitos s&o os estudos sobre linhagens microbianas capazes de utilizar o d-
limoneno como fonte de carbono e energia. Entretanto, estes trabalhos, em geral,
sdo incompletos n&o esclarecendo quais as rotas de degradacéo, suas enzimas e
compostos intermediarios (DUETZ ef al, 2001). Todavia, sabe-se que na
degradagdo dos monoterpenos, as principais enzimas intracelulares envolvidas

s30 as oxigenases.

Estudando-se o efeito de 2 terpenos (limoneno e carvona) na degradagéo
de uma mistura comercial de PCBs por Pseudomonas stutzeri isolada do solo
contendo estes compostos, conclui-se que ambos os monoterpencs tem a
capacidade de induzir dioxigenases que exercem efeito na biodegradagéo de
PCBs, quando glicerol e xilose sdo usadas como fontes de carbono (TANDLICH,
BREZNA e DERCOVA, 2001).

As catecdis dioxigenase catalisam a clivagem oxidativa de substratos
catecois, utilizando ferro mononuclear como cofator para catalisar a clivagem
intradiol ou extradiol (BUGG, 2001). A dioxigenase responsavel pela catalise
exiradiol, & a catecol 2,3 dioxigenase (DAGLEY, 1975), enquanto que a catélise

intradiol é realizada pela catecol 1,2 dioxigenase.
2.5.2.1 Catecol 1,2 dioxigenase (EC 1.13.11.1; pyrocatechase)

Esta enzima é capaz de degradar compostos altamente resistentes no meio
ambiente, como os catecois clorados. Em estudo utilizando a bactéria
Rhodococcus sp, KIM et al. (2002) observaram que o d-limoneno foi capaz de
induzir a produgéo da enzima catecol 1,2 dioxigenase. Cutro estudo demonstrou
que esta enzima também pode ser produzida por Pseudomonas sp (LIPTHAY et
al., 1999).

Catecol 1,2 dioxigenase contém ferro (lll) como grupo prostético e pertence

as enzimas que realizam clivagem intradiol. Muitas espécies bacterianas

apresentam subunidades o e B ndo idénticas (o B-Fe®*")n; ja outras, possuem
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polipeptideo simples (ao-Fe®*)n, apresentando pouco ou nenhuma atividade &os
clorocatecodis (BUGG, 2001).

2.5.2.2 Catecol 2,3 dioxigenase (EC 1.13.11.2; catechol:oxygen 2,3

oxidoreductase)

Catecol 2,3 dioxigenase pertencem as enzimas de clivagem extradiol.
Consiste de quatro subunidades idénticas de 32 KDa e contém um fon ferro
[Fe(ll)] catalitico por subunidade (POLISS] e HARAYMA, 1993).

Na Figura 8, observa-se que a reagdo enzimatica ocorre por um mecanismo
bi-uni ordenado: primeiro ocorre a ligagdo do catecol a uma enzima, seguindo o
dioxigénio para formar um complexo ternario, entdo, o anel aromatico ¢ clivado
para produzir o semialdeido 2-hidroximucdnico, 0 qual possui coloragdo amarela
(BUGG, 2001; HANN, SOLENBERG e BALTZ, 1991).

@(OH | N OH
VIAMETA -
OH COO

|
0

Catecol semialdeido 2-hidroximuconico
Figura 8: Clivagem extradiol — via meta

2.5.2.3 Protocatecol 3,4-dioxigenase (EC 1.13.11.3: Protocatechuato — oxyn

3,4-oxireductase)

Protocatecol 3,4 dioxigenase contem Fe (Ili) como grupo prostético e
numeros iguais de subunidades o e P que formam diferentes estruturas
quartenarias de (op)n, onde n varia de 3 a 12 (HARAYMA e KOH, 1992). Esta
enzima realiza clivagem intradiol (Figura 9), atacando seu substrato por clivagem
do anel aromatico entre os grupos hidroxil, produzindo 2 grupos carbonil com a
abertura do anel (FINKLE, 1971) .
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Catecol acido g-carboximucoico

Figura 9: Clivagem intradiol — via orto
2.5.2.4 Aldeido e alcool dehidrogenase

Esta enzima & uma nicotinoproteina e ndo apresenta especificidade de
substrato. A alcool dehidrogenase catalisa a conversao do substrato cetona para o
alcool correspondente, enquanio que a aldeido dehidrogenase catalisa a
converséo do aldeido para o 4cido correspondente (WERF, KEIJZER e SCHAFT,
2000).

As dehidrogenases tém a capacidade, na presenga de NAD+, de oxidar
uma variedade de terpenos aldeidos e cetonas (GRIFFITHS et al.,, 1987). O
estudo de WERF, SWARTS e BONT (1999) mostrou que ela é capaz de converter

o limoneno 1,2 diol em 1 hidroxi-2-oxolimoneno.

PAPPAS et al., (2003), em seu trabalho, mostraram que a atividade da
enzima aldeido dehidrogenase pode ser induzida por hidrocarboneto aromatico

policiclico, especiaimente pelo composto benzola]pireno.

Em outro trabalho, 0 alcool perilico foi rapidamente metabolizado em ratos
para acido perilico. A oxidagdo de éalcool para acido perilico envolve aldeido
perflico como intermediario. Aldeido perilico pode ser oxidado por aldeido
dehidrogenase para acido perilico e reduzido por alcool dehidrogenase para alcool
perilico (BOON, BOON e MULDER, 2000).

2.6 Biosurfactantes

Os biossurfactantes sdo definidos como uma molécula de superficie ativa
produzida por células vivas. Os surfactantes sdo substancias que apresentam
ambas regiées: hidrofilica e hidrofébica. Por isso, eles se acumulam na interface e
mediam entre as fases de diferentes polaridades, tais como, agua/dleo ou

6leo/agua, agindo como agente umectante. Este processo & baseado na
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capacidade do surfactante de reduzir a tensdo superficial e a energia requerida
para formar emulsdes (FIECHTER, 1992).

Muitos sdo os organismos que produzem surfactantes, incluindo bacterias,
leveduras e fungos filamentosos. O principio fisioldgico dos surfactantes & permitir
o crescimento dos microrganismos nos substratos imisciveis em agua, pela
redugéo da tenséo superficial, tornando o substrato mais viavel a degradagéo e ao
metabolismo (FIECHTER, 1992).

A baixa solubilidade dos hidrocarbonos, como é o caso do d-limoneno, em
agua torna essencial para 0s microrganismos incorporarem estes substratos por
contato direto ou por pseudosolubilizagdo antes que seu crescimento possa
ocorrer. Muitos microrganismos que degradam hidrocarbonos produzem agentes
emulsificantes extracelulares (CARVALHO, MARCHI e DURRANT, 1998).

Quando estimulados, os microrganismos que produzem biossurfactantes
podem auxiliar na biorremediagdo de solos contaminados por Oleos, de
contaminantes hidrocarbonos no meic ambiente e podem estimular a
biodegradacéo de dleos e gorduras presentes em efluentes produzidos por vérias
indlstrias alimenticias (CARVALHO, MARCHI e DURRANT, 1998). A presenca de
surfactantes ja foL‘ observada em microrganismos tais como Pseudomonas
(IQBAL, KHALLID e MALIK, 1985).

2.7 Tratamento de efluente na industria de laranja

Nas (ltimas décadas, uma grande variedade de compostos, chamados
Xenobidticos, foi introduzida no meio ambiente. Estes compostos sdo geralmente
resistentes & biodegradag&o. Os efluentes industriais contém grande concentragéo
de compostos organicos recalcitrantes, que podem ser téxicos, mutagénicos ou
carcinogénicos. Estes efluentes sédo, na maioria das vezes, tratados por processos
fisico-quimicos e descartados nas plantas de tratamento de efluentes municipais.
Os microrganismos exercem um papel importante no tratamento de efluentes, pois

sdo capazes de degradar muitos dos compostos recalcitrantes (HARDMAN, 1987).

O grau de poluicdo depende do tipo e da quantidade dos poluentes
iberados no meio ambiente. No processamento de frutas citricas, muitos produtos

liberados durante o processamento sdo de baixo valor e, geralmente, devem ser
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removidos. Estes materiais podem ser classificados como sdlidos, liquidos,
gasosos ou efluentes perigosos. O efluente liquido ou aquoso é o primeiro que sai
do processamento de frutas e pode ser constituido de 4 contaminantes: solidos
suspensos (polpa da fruta), organicos soliveis (aglcar e élcool), inorganicos
solliveis (soda caustica) e orgéanicos volateis (d-limoneno do o6lec da casca)
(KIMBALL, 1991; HEERDEN et al., 2002).

Um dos métodos mais utilizados para tratamento destes efluentes é o
tratamento aerobio. Neste tratamento € importante monitorar a concentracgéo de d-
limoneno, uma vez que este pode afetar a atividade aerébia dos microrganismos.
Portanto, os efluentes de lagoas aeradas devem apresentar no maximo 0,005% de
d-limoneno. Outro método para tratamento dos efluentes citricos é o anaerébio,
mas ndo &€ uma pratica comum, devido ao grande efeito téxico do dleo da casca
sobre as bactérias anaerébias (KIMBALL, 1991).

Na indastria de suco de laranja, o processo mais utilizado no tratamento de
efluente é o lodo ativado, que consiste, essencialmente, de um tratamento aerdbio
que oxida matéria organica em CO,, H,O e NH; e nova biomassa celular. Através
dele, o efluente é misturado, agitado e separado por meio de decantagéo. O lodo
ativado recircula ao tanque de aeracdo ou € descartado para o tanque de lodos
(Figura 10). O processo pode ser considerado similar a uma autodepuragéo, com
a diferenga de que os organismos responsaveis pela depuragéo se encontram em
quantidade imensa, concentrados em um espago reduzido. Por meio da aeragéo
artificial consegue-se introduzir oxigénio, em quantidade suficiente para a
sobrevivéncia dos microrganismos, apesar de sua aglomeragao, devido a pequena
area. Em pesquisa realizada pela Agéncia de Prote¢do Ambiental, pode constatar-
se que 90% da massa do d-limoneno que entra na linha de tratamento de efluente

é degradado em outros compostos por agdo dos microrganismos (ALVAREZ et al.,
1999).
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EFLUENTE » CLARIFICADOR
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SECUNDARIO
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D’AGUA

Figura 10: Sistema Convencional de Lodo Ativado.

O fluxograma geral da linha de tratamento de efluente da fabrica onde foi
retirado o efluente utilizado neste estudo, esta representado na Figura 11. A calha
correspondente ao local onde se concentra toda a agua que sai da fabrica
{(lavagem de equipamentos, de matérias-primas, do chédo da fabrica), se junta acs
outros residuos da indastria, inclusive aos da fabrica de racdo, formando o que se
chama de agua preta, que seria o clarificador primario. Antes do efluente entrar na
lagoa de aeragdo, onde ocorre a biodegradagdo propriamente dita, o pH &
corrigido com NaOH, uma vez que o pH do efluente citrico gera emtorno de 35 e
as bactérias sobrevivem em pH neutro. Na saida do decantador ({lagoa de
aeracdo) ocorre o tratamento aerdbio com a degradagao da matéria organica. Por
fim, na Lagoa de Polimento (clarificador secundario) ocorre a decantagdo dos
solidos residuais e o efluente ja tratado é destinado ao ric ou para outro corpo

d’agua.
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Figura 11: Fluxograma geral da linha de tratamento de efluentes da industria

citrica.
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Isolar microrganismos a partir de efluentes produzidos pela indastria citrica;

Selecionar microrganismos isolados através da capacidade de degradar

dlimoneno;

Verificar a capacidade dos fungos ligninoliticos de degradar d-limoneno e

selecionar as melhores linhagens;

Determinar a capacidade das linhagens selecionadas de degradar o d-

limoneno quando presente em altas concentragdes,

Determinar a eficiéncia das linhagens selecionadas no tratamento do

efluente da indudstria citrica;

Identificar as linhagens selecionadas capazes de degradarem as mais altas

concentragtes de d-limoneno.
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4.1. Coleta do efluente

O efluente utilizado neste trabalho foi coletado de uma indastria que fabrica
suco de laranja e ragdo com os subprodutos da mesma, situada na cidade de
Araras, estado de Sao Paulo, cujo sistema de tratamento de efluentes € o lodo
ativado. A coleta do efluente foi realizada durante o periodo de safra, quando a
laranja & processada a suco, geralmente, durante os meses de junho a fevereiro.
Foram realizadas no total 6 coletas do efluente para isolamento dos
microrganismos em 4 diferentes pontos do processc de tratamento de efluente:
Calha (C); Agua Preta (AP); Saida do Decantador (SD) e Lagoa de Polimento
(LP). As amostras foram coletadas em frascos de plasticos (polietileno),
devidamente lavados e esterilizados, sendo estes abertos somente no momento
da coleta. Apds a coleta, os frascos foram transporiados imediatamente ac
|aboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana (UNICAMP)} em caixas de
isopor, sendo que o plagueamento para o isolamento dos microrganismos foi

realizado no mesmo dia.
4.2. Caracterizagdo do efluente da industria citrica

A caracterizagdo foi realizada periodicamente, uma vez que é importante
para o conhecimento do tipo de microrganismo existente no meio e sua
composicdo varia de acordo com a qualidade da laranja processada. Os
parametros analisados foram:. pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), sdlidos
totais, solidos suspensos, solidos dissolvidos. A maioria dos métodos utilizados na
caracterizacédo do efluente foi retirada dos Métodos Padréo para Analise de Agua
e Aguas Residudrias aceitos pela “American Public Health Association” (APHA),
“American Water Works Association” (AWWA) e "Water Environmental Federation”
(WEF), (APHA / AWWA / WEF, 1995) tambem descritos no manual de
procedimentos do espectrofotdmetro DR/2010 — HACH.

4.2.1. Determinagao de pH

Foi utilizado o método potenciométrico, utilizando-se pHmetro Micronal
B374. Os efluentes citricos apresentam pH em torno de 3,5. E importante
conhecer o valor do pH, pois 0s microrganismos aerobios usados em lagoas
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aeradas, geralmente, crescem em valores préximos da neutralidade, sendo
sensiveis a acidez (KIMBALL, 1991)}.

4.2.2. Demanda Quimica de Oxigénioc (DQO)

E a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar quimicamente a matéria
organica. Este teste utiliza o dicromato de potassio em acido sulfirico concentrado
fervente, na presenga de um catalisador de prata, que atua como poderoso agente
oxidante. A determinagao foi feita utilizando-se o espectrofotdmetro DR/2010 da
HACH. Uma aliquota de 1,00mL das amostras foi colocada em frascos HACH
previamente adicionados de: 0,04 a 0,05g de HgSO,; 2,50mL de uma solugéo de
H>S0,4 + AgSQOy4; 0,30mL de H-O destilada e 0,50ml. de K.Cr.O;. Para facilitar a
leitura 1,00mL de agua destilada foi acrescentadO a cada frasco e esta mistura foi
colocada em um reator, & temperatura constante de 140°C. Apés 2 horas nesta
temperatura, os frascos foram retirados e a leitura da absorbancia foi realizada em

um comprimento de onda de 620nm.
4.2.3. Sdlidos totais

“Sdlidos totais” & o termo aplicado ao material residual do cadinho de
porcelana apds a evaporagdo de uma amostra e sua subseqgilente secagem a uma
temperatura conhecida e controlada. Os sélidos totais incluem os “sélidos
suspensos”, ou seja, a porgdo dos solidos totais retidos por um filiro e os “sélidos
dissolvidos”, ou seja, a por¢géo que passa através do filtro. A determinagéo de
“solidos totais” foi realizada utilizando-se um volume conhecido de amostra
homogeneizada que foi pesado e colocado em um cadinho previamente tarado. A
amostra foi evaporada até secura em chapa térmica. Apds, a amostra permaneceu
por uma hora em estufa a 100°C. O cadinho foi resfriado em dessecador a
temperatura ambiente e pesado em balanga (APHA / AWWA / WEF, 1995). O

calculo foi realizado do seguinte modo:

Sdlidos totais = (A-B) x 1000, onde:

vV
A = peso do residuo seco + cadinho {(mg)
B = peso do cadinho (mg)

V = volume da amostra
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4.2.4. Sélidos suspensos

A amostra homogeneizada foi filirada em papel de filtro, previamente
pesado, e lavada 3 vezes sucessivas com agua grau Milli Q. O filtro foi secado em
estufa a 103-105°C por 24 horas. Apds, o filtro foi resfriado em dessecador a
temperatura ambiente e pesado até obtencio do peso constante. Apds pesagem,
por diferenga de peso foi calculado o total de sdlidos suspensos, utilizando-se o
célculo (APHA / AWWA / WEF, 1995):

Solidos totais = (A-B) x 1000, onde:
\

A = peso do residuo seco + filiro (mg)

B = peso do filtro {mg)

V = volume da amostra
4.2.5. Sdélidos Dissolvidos

A amostra filtrada em 4.2.4 foi evaporada até secura em cadinho de
porcelana previamente pesado. Apos, 0s cadinhos foram colocados em estufa a
100°C, retirados e resfriados em dessecador até temperatura ambiente. A
pesagem foi realizada até obteng&o do peso constante e por diferenca de peso foi
calculado o total de sélidos dissolvidos (APHA / AWWA / WEF, 1995), utilizando-

se o calculo:

Sélidos totais = (A-B)} x 1000, onde:

Vv
A = peso do residuo seco + cadinho {mg)
B = peso do cadinho (mg)

V = volume da amostra

4.3. Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram isoclados de amostras de
efluente da indistria de suco de laranja {Calha) e da prépria lagoa de tratamento
de efluente (Agua Preta, Saida do Decantador e Lagoa de Polimento), conforme
descrito no item 4.4. Também foram utilizados fungos ligninoliticos pertencentes a
colegdo de microrganismos do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana
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da FEA/UNICAMP com comprovada atividade degradativa de poluentes, tais
como, fendis, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, azocorantes e outros

compostos aromaticos.
4.4. Isolamento dos microrganismos

Os microrganismos presentes no efluente e na lagoa de tratamento foram
isolados por plaqueamento em meio PCA (Plate Count Agar). O efluente foi
inoculado por plagueamento em superficie nas seguintes diluigées: 10, 10, 10°
e 107, conforme ilustrado na Figura 12. As placas foram incubadas a temperatura
de 30 e 37°C. A escolha dos microrganismos foi realizada de acordo com as
caracteristicas morfolégicas das colGnias (cor, tamanho e forma), sendo que
colénias com caracteristicas morfologicas semelhantes e crescidas na mesma
placa foram desprezadas. Apos crescimento, os fungos filamentosos foram
diferenciados das bactérias e leveduras pelas caracteristicas macroscdpicas das
colénias. Para os demais microrganismos, foi realizada a Coloragdo de Gram para
identificar a estrutura morfoloégica dos mesmos, separando-os em leveduras e
bactérias dos tipos cocos Gram-negativos, cocos Gram-positivos, bacilos Gram-
negativos e bacilos Gram-positivos. Os microrganismos isolados foram repicados
em tubos de ensaio contendo meio NA (Nutrient Agar), quando se tratava de
bactéria e meioc PDA (Potato Dextrose Agar), quando se tratava de fungo
filamentoso ou levedura. Apés isolamento, estes microrganismos foram pré-
selecionados quanto a sua capacidade de crescer em meio contendo d-limoneno
como unica fonte de carbono e as melhores linhagens foram selecionadas quanto

a sua capacidade de degradar 0 monoterpeno.
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Isolamento dos Microrganismos com caracteristicas morfolégicas distintas

Figura 12: Metodologia de isolamento dos microrganismos a partir do efluente

industrial.
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4.5. Pré-selecao dos microrganismos

4.5.1 Condigéao de cultivo

Esta primeira etapa da pré-sele¢do dos microrganismos foi feita utilizando-
se meio enriquecido de sais minerais e d-limoneno como Unica fonte de carbono,
contendo (por litro): 0,5g de fosfato de amédnia dibasico; 0,8g de fosfato de
potassio monobasico; 0,3g de sulfato de magnésio; 4,0mg de sulfato de zinco;
5,0mg de sulfato de manganés; 0,1g de cloreto de calcio; 0,2g de extrato de
levedura; 2,0mg de cloreto de cobalto e 1,0mg de sulfato de ferro hexahidratado.
Apos esterilizagédo, foram adicionados 0,5mL de solugdo de tiamina (concentracéo
10mg/mL), esterilizada por filtragdo. No caso das bactérias, a pré-selegcdo foi
realizada inoculando-se uma algada de células em tubos de ensaio contendo 10
mL do meio de sais minerais a pH 7,0 e o d-limoneno, na concentragdo de 5,0%.
Para pré-selegdo dos fungos, tanto isolados do efluente industrial, como fungos
ligninoliticos, foram utilizados frascos Erlenmeyer (125mL) contendo 20mL do
meio de sais a pH 5,0 e o d-limoneno, também na concentragdo de 5,0%,
inoculados com 5 quadrados de 1,0cm x 1,0cm de agar-micélio, retirados de
placas contendo meio de extrato de malte com crescimento micelial total. Os tubos
de ensaio e os Erlenmeyer foram incubados na temperatura de crescimento (30 e
37°C) que foi utilizada para o isolamento de cada microrganismo e aqueles que
apresentaram um bom crescimento visual foram selecionados e testados no
tratamento de efluente da industria de suco de laranja. Como controle abidtico,
foram utilizados frascos Erlenmeyers e tubos de ensaio contendo o meio de sais
minerais e o de d-limoneno na concentragdo de 5,0%, sem inoculo.

4.5.2 Avaliagao visual do crescimento

Esta primeira pré-selegéo foi feita apenas por avaliagédo visual, sendo que
0s microrganismos que apresentaram um bom crescimento foram selecionados e
utilizados na segunda pré-selegcdo. O crescimento foi observado pela turbidez do
meio de cultura e a emulsificagdo do d-limoneno, que se encontra na parte
superior do meio, uma vez que este & imiscivel em agua. O crescimento foi
observado da seguinte maneira, segundo ASTM (1990) e PAVARINA (2002):
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- = auséncia de crescimento;

+ = pouco crescimento, pouca turvagéo e ndo emulsificagéio do d-limoneno;

++ = moderado crescimento, turvagdo e pouca emulsificacdo do d-
limoneno,

+++ = 8timo crescimento, bastante turvacéo e emulsificagéio do d-limoneno.

4.5.3. Determinagéo da porcentagem de degradagdo do ddimoneno por
CLAE

Os microrganismos pré-selecionados de acordo com os resultados obtidos
no item 4.5.2 foram crescidos novamente conforme descrito no item 4.5.1 e apdés o
periodo de incubacdo, foi determinada a porcentagem de degradagdo do
monoterpeno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os
microrganismos que apresentaram maiores porcentagens de degradagio do
monoterpeno foram selecionados para os proximos estudos, segundo itens 4.6.1 e
4.6.2.

4.6. Selecédo dos microrganismos

A selecdo foi feita através do crescimento dos microrganismos pré-
selecionados em meio de sais minerais contendo o d-limoneno em diferentes
concentragdes, diferentes dias de crescimento e diferentes condicdes de cultivo.
Foram selecionados os microrganismos capazes de crescerem em menor periodo

de tempo utilizando a maior concentragéo de d-limoneno como fonte de carbono.

4.6.1. Avaliagdo do crescimento em diferentes concentragbes de d-

limoneno

O crescimento dos microrganismos foi realizado em meio contendo sais
minerais e 0 d-limoneno nas seguintes concentragbes (viv) 1, 3, 5e 7 % por 5
dias, nas condigbes de cultivo estacionaria e sob agitagdo, em shaker a 150 rpm.
Os microrganismos foram incubados na temperatura utilizada no isolamento. Apds
o crescimento, as amostras foram centrifugadas, filtradas de acordo com o item
4.10.1 e com o caldo obtido foram determinadas as atividades enzimaticas e a
produgdo de biosurfactante, conforme descrito nos itens 4.10 e 4.11. Foi
determinada também a porcentagem de degrada¢do do d-limoneno por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), descrita conforme item 4.12.
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4.6.2. Avaliacdo do tempo de crescimento na degrada¢do do d-limoneno

Os microrganismos foram crescidos em meio contendo sais minerais e o d-
limoneno como fonte de carbono, na concentragéo (v/v) selecionadaem 4.6.1 (3 e
5%) por 1, 3, 5 e 7 dias, sob condi¢gdes estacionaria e com agitagdo, em shaker a
150 rpm. Os microrganismos foram incubados na temperatura utilizada no
isolamento. Apds o crescimento foram determinadas as atividades enzimaticas, a
producéo de biosurfactantes e a porcentagem de degradacéo do d-limoneno por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme metodologias descritas
nos itens 4.10; 4.11; 4.12.

4.7. ldentificacéo

Foram identificados os géneros dos 3 melhores microrganismos capazes de

degradar altas concentra¢des do d-limoneno, selecionados nos itens 4.6.1 € 4.6.2.

As bactérias foram identificadas através da morfologia {cocos ou bacilos),
coloragéo diferencial (Gram-positivas e Gram-negativas) e testes bioquimicos. A
série bioquimica foi efetuada de acordoc com o Bergey’s Manual, para
microrganismo Gram-negativo, utilizando-se 0s seguintes testes: produgio das
enzimas catalase e oxidase; teste do KOH (hidréxido de potassio); utilizacdo do
citrato, teste do ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranésideo); fermentagdo de
agucares (glicose, lactose, sacarose); produgdo de gas; produgdo de H,S (sulfeto
de hidrogénio); hidrélise da esculina; teste de Vermelho de Metila / Voges-
Proskauer; produgédo de Indol; teste do OF (oxidagdo/ fermentacéo); hidrélise da
gelatina; teste de motilidade; hidrélise da uréia; redugéo do nitrato; fermentagéo do
sorbitol; crescimento em placas contendo os meios: Pseudomonas Agar F (PAF),
Agar Mac Conkey (MC), Agar Salmonella Shigella (SSA) e Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB).

O fungo foi identificado através de morfologia macroscopica da colénia
crescida em placa e observagdo microscopica do corpo de frutificagdo durante os
estagios sexuais ou assexuais do seu ciclo de vida. Para observagéo microscopica
foi utilizada a técnica de microcultivo, que consiste em culiivar o microrganismo
num meio em gue o mesmo esteja adaptado, sob laminulas de vidro. Apds
crescimento esta laminula foi retirada cuidadosamente para que n&o ocorresse a
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destruicdo das estruturas de reproducdo do fungo. A laminula foi colocada sobre
uma gota de lactofenol azul de algodéo, depositada numa lamina de microscopio e
as estruturas do microrganismo foram observadas ac microscopio 6ptico no

aumento de 40X.

4.8 Crescimento dos microrganismos selecionados no efluente

industrial

Os microrganismos selecionados e identificados foram inoculados no
efluente obtido da indiUstria de suco de laranja. Foi adicionado o d-limoneno ao
efluente industrial, na concentragdo selecionada nos experimentos anteriores
(3%). Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 125mL, previamente esterilizados,
contendo 20mL de efluente previamente esterilizados e sem prévia esterilizag3o.
Apds inoculagdo, os frascos foram incubados na temperatura de crescimento que
foi utilizada para 0 isclamento de cada microrganismo, por 3 e 5 dias. Os efluentes
utilizados foram coletados dos mesmos locais daqueles utilizados para o

isolamento dos microrganismos.

O controle abidtico foi feito utilizando frascos contendo efluente industrial,

sem indculo, nas mesmas condigdes de cultivo das amostras.

4.9 Efeito da foxicidade do d-limoneno aos microrganismos

selecionados
4.9.1. Determinagéo do crescimento bacteriano

Este estudo foi realizado através da medida de turbidez do meio de cultura.
As linhagens foram crescidas em meio contendo caldo LB (Luria Betani - Bacto-
triptona, extrato de levedura, NaCl) sem o monoterpeno e com concentragfes de
d-limoneno de 1,0 a 10,0% (v/v), por 10 dias. O crescimento foi determinado,
diariamente, através da medida da turbidez em espectrofotémetro, a 550nm,
através da comparagdo com o controle abidtico. A concentragdo em que os
microrganismos obtiveram o maximo crescimento foi determinado através da

curva utilizando absorbancia x concentracdo (CHANG e ORIEL, 1994).
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4.9.2. Determinagéo do crescimento fungico

O efeito do d-limoneno sobre o crescimento dos fungos e produgéo de sua
biomassa foi estudado por determinagdo da massa micelial seca produzida por
cada microrganismo. Os fungos foram incubados em Erlenmyers contendo meio
de sais minerais e o d-limoneno, nas diferentes concenfragbes e tempos de
crescimento em estudo e apoés o periodo de incubagéo foram filtrados através de
& de vidro previamente pesada. As las de vidro foram colocadas em estufa a
100°C por 24 horas, pesadas e por diferenga de peso foi calculada a massa seca

para cada fungo.

Para cada microrganismo foi feito um controle, contendo meio de sais €
inoculo, sem a adigdo de fonte de carbono, para se calcular o crescimento total de

cada microrganismo.
4.10 Determinactes enzimaticas

A atividade das enzimas descritas abaixo foi determinada para o

conhecimento do sistema enzimatico utilizade por cada linhagem.
4.10.1 Enzimas extracelulares

Apoés crescimento dos microrganismos, as culturas foram centrifugadas a
27670 x g durante 15 minutos (5°C) e no sobrenadante foram determinadas as
seguintes atividades enzimaticas, a partir do célculo da diferenga de absorbancias,

medidas em espectrofotémetro:
4.10.1.1 Lacase

A atividade da lacase foi determinada através da oxidagdo da siringaldazina
(0,1%) como substrato enzimatico, segundo HERRERA (1995). A mistura da
reagéo continha 0,6 mL de sobrenadante; 0,2 mL de tampé&o citrato-fosfato 0,05
mol.L™' (pH 5,0); 0,1 mL de siringaldazina (0,1% em etanol); 0,1 mL de agua

destilada.

A oxidagdo de siringaldazina até sua forma quinona foi acompanhada

durante 10 minutos a 525 nm.
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4.10.1.2 Peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada, na presenga de H.O., através da
oxidagdo da siringaldazina (0,1%) como substrato enzimatico até a forma quinona,
segundo HERRERA (1995} sendo monitorada a 525nm. A mistura da reagso
continha 0,6 mL de sobrenadante; 0,2 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 mol.L™
(pH 5,0); 0,1 mL de siringaldazina (0,1% em etanol); 0,1 mL de perdxido de
hidrogénio (H202) 2,0 mmol.L™".

4.10.1.3 Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi determinada pela oxidagdo do alcool
veratrilico a aldeido veratrilico (TIEN e KIRK, 1983). A mistura da reagéo continha
0,6 mL do sobrenadante; 0,2 mL de peréxido de hidrogénio (H20O5) 2,0 mmol.L™";
0,2 mL de alcool veratrilico 2,0 mmol.L™" em tamp3o tartarato de sodio 0,4 mol.L”
(pH 3,0).

A reacdo foi iniciada pela adigdo de H20, e o aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia 4 310 nm.
4.10.1.4 Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade da MnP foi determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol, na
presenga de manganés e HxO, (KUMAKARA et al., 1984). A mistura da reagao
continha 0,5 mL do sobrenadante; 0,1 mL de lactato de sédio 0,25 mol.L™; 0,05
mL de MnSO4 2,0 mmol.L™; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%; 0,1 mL de vermelho
de fenol 0,1%; 0,05 de H,O, em tampéo succinato de s6dio 0,2 mol.L™ (pH 4,5).

A mistura foi incubada a 30°C por 5 minutos e a reac¢éo foi interrompida
pela adi¢do de 0,04 mL de NaOH 2,0 N. A absorbéncia foi lida em 610 nm.,

4.10.2 Extracéo e determinagdo de enzimas intracelulares

A partir das células, obtidas apds centrifugagéo, foi realizada a exiragao das
enzimas intracelulares de acordo com o método de BALAJEE e MAHADEVAN

(1987), descrito abaixo:

¢ O extrato celular foi lavado duas vezes, com tampéo fosfato 0,025M, pH 7,0, a

27670 x g durante 10 minutos a 5°C;
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+ Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o extrato celular ressuspendido
no mesmo tampio e homogeneizado com bastdo de vidro (macerando o

extrato com o tampao);

e Apo6s maceragdo, o mesmo foi sonicado em Sonifer 250 Branson, durante 5

minutos;

e A amostra foi, entdo, centrifugada a 35541 x g durante 60 minutos a 5°C; e 0
sobrenadante resultante foi utilizado para determinacdo das enzimas

intracelulares.
4.10.2.1 Catecol 1,2 dioxigenase

Esta atividade foi determinada utilizando-se o catecol como substrato
enzimatico, a 290nm. A mistura da reacdo continha 1mL de catecol, 0,2mL de
EDTA (etilenodiaminotetraacetato), 0,8mL de tampdo fosfate (pH 7,5) e 1mL do
extrato celular (HEGEMAN, 1966).

4.10.2.2 Catecol 2,3 dioxigenase

A atividade foi determinada pela medida da quantidade de produto formado
a partir da quebra do catecol, a 375nm. A mistura da reagédo continha 1,0mL de
catecol, 1,0mL de tampéo fosfato (pH 7,5) e 1,0mL do extrato celular (BAGGI ef.
al., 1987).

4.10.2.3 Protocatecol 3,4 dioxigenase

A atividade foi determinada de acordo com o método de FUJISAWA e
HAYAISHI (1968) modificado, sendo monitorada a 290nm. A mistura de reacgdo
continha 1,0mL de acido protocatecéico, 1mL de tampéao tris-acetato (pH 7,5) e

1,0mL de extrato celular.
4.10.2.4 Aldeido e alcool dehidrogenase

Foram determinadas espectrofotometricamente através da formacgido de
nicotinamida adenina dinucleotideo forma reduzida (NADH) observado pelo
aumento da absorbancia a 340nm, a 30°C, na presenga de extrato de células, de
um tampdo, de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e do substrato. A
reacdo inicia-se com a adigio do substrato, xido de a-pineno, pois este substrato

& convertido enzimaticamente para um aldeido, que é o substrato da reagdo
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(GRIFFITHS et al., 1987). A mistura da reagdo continha 0,9mL de tampdo fosfato
(pH 7,8); 0,1mL de extrato celular, 2ulL de 6xido de a-pineno e 1uL de NAD* 2M.

4.11 Determinacéo da produgéo de biosurfactante

Apés cenfrifugagdo a 27670 x g, 15 minutos, 5°C, a produgdo de
biosurfactantes foi determinada, utilizando o sobrenadante, através da agitagdo
vigorosa dos tubos contendo 3,5mL da amostra e 2,0mL de hidrocarboneto
tolueno em agitador (Vortex). Apés uma hora, a densidade dptica da emulso dleo
em agua foi medida a 610nm (JOHNSON et al., 1992). A camada da emulsio
agua em oleo foi determinada apds 24 horas, através da medida do tamanho da
coluna formada expressa em centimetros (COOPER e GOLDENBERG, 1987).

4.12 Determinacédo da degradagéc efou bioconversdo do d-limoneno

por microrganismos selecionados

4.12.1 Extragéo do d-limoneno

O d-limoneno foi extraido por 3 vezes, utilizando-se 10 mL de éter etilico. A
fracdo etérea foi evaporada em rota-evaporador e ressuspendida em 20mL de éter
etilico (CHANG e ORIEL, 1994, modificado). As amostras foram filtradas em

membranas Millipore (0,22um) e injetadas no cromatografo.
4.12.2 Analise cromatografica

A porcentagem de degradagdo efou bioconversdo do d-limoneno foi
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando-se
cromatografo marca Shimadzu, coluna de fase reversa, Zorbax C18, com
dimensdes de 15¢cm x 4,5mm d.e. O volume da amostra injetado foi de 20pL. A
fase movel utilizada foi acetonitrila/agua (70:30; v/v) e a detecgéo foi realizada em
detector uifravioleta, a 210nm (CHANG e ORIEL, 1994).

O célculo de degradagdo do d-limonenc foi determinado atraves da
comparagéo da porcentagem em area do volume do controle com a porcentagem
em area das amostras, sendo o controle obtido através da incubacgéo dos meios

de cultura, sem inoculo, nas mesmas condi¢fes das amostras.
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5.1 Caracterizac¢éo do efluente

Foram realizadas 4 caracterizagdes do efluente coletado em uma indUstria
de suco de laranja em diferentes pontos de sua estagio de tratamento de efluente.
A caracterizagao foi realizada durante o periodo de safra da [aranja, uma vez que
sua qualidade se modifica de acordo com a época do ano, modificando, assim, a
composi¢do do efluente aquoso. Para caracterizar o efluente, 5 par@metros foram
monitorados regularmente: pH, soélidos suspensos, sdlidos dissolvidos, sélidos
totais e DQO.

Na Tabela 1, observam-se os resultados obtidos das determinagées de pH
do efluente industrial, nos diferentes pontos de coleta. O pH de uma amostra nos
indica inGmeros fatores que podem estar associados ao crescimento de
microrganismos, como: numeros de metabdlitos, atividade microbiana, presenca
de substratos, etc. Este pardmetro deve ser monitorado, pois as bactérias
aerébias crescem melhor em pH neutro, sendo, em geral, sensiveis a acidez e o
pH da laranja é acido (KIMBALL, 1991). No primeiro ponto da estagdo de
tratamento de efluente que corresponde & Calha, o efluente vem diretamente da
fabrica de suco de laranja, ndo ocorrendo ainda neste ponfo a mistura com
qualquer outro produto, seja com efluente da fabrica de ragéo, seja com os
microrganismos da lagoa de aeragdo. Portanto, o pH é mais 4cido, uma vez que o
pH normal da laranja encontra-se, geralmente, entre 3,0 e 4,0 (KIMBALL,, 1991).

Tabela 1: Determinagbes de pH das amostras de efiuente industrial coletadas nos
meses de outubro e dezembro de 1999, fevereiro de 2000 e fevereiro de 2001.

Amostras Periodo
Out./199¢ Dez./1999 Fev./2000 Fev./2001
C 5,84 6,79 - 3,72
AP 12,03 6,61 5,84 6,99
SD 7,62 7,75 8,20 7,94
LP 7,30 7,70 7,84 7,75

C = calha; AP = agua preta; SD = saida do sedimento; LP = [agoa de polimento
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HEERDEN et al. (2002), em seu trabalho sobre efluente da indastria citrica,
encontraram o valor de pH igual a 4,1, no mesmo ponto que corresponde a catha.
No ponto agua preta (AP) ocorre a mistura entre o efluente da indlstria de suco de
laranja e o da fabrica de ragéo, por isso, o pH é, em geral, mais alto que a amostra
retirada da calha (C). No ponto saida do decantador (SD), que corresponde a
Lagoa de Aeragdo, o pH € mais alto, proximo da neutralidade, porque antes do
efluente passar para esta fase ocorre sua neutralizagdo com a adic¢éo de hidroxido
de sodio. Na ultima fase do tratamento do efluente, na lagoa de polimento (LP), o
pH continua em torno da neutralidade, o que & ideal, pois a partir deste ponto o

efluente é descartado para o rio.

Através dos resultados da Tabela 1, pode-se notar ainda uma diferenca
entre os resultados obtidos nas 4 caracterizages realizadas. Esta diferenga deve-
se a mudangas sazonais que se refletem na qualidade e no tipo da laranja. Isto
pode ser observado, principalmente, no ponto calha e agua preta. No ponto calha,
0 maior pH ocorreu no més de dezembro de 1999 (pH 6,79) € 0 menor em
fevereiro de 2001 (pH 3,79), provavelmente, porque a qualidade da laranja
utilizada nos 2 anos foi diferente. © mesmo se observa no ponto AP, onde o valor
do pH variou bastante com o periodoc € com o ano da coleta, sendo o maior valor
encontrado em Outubro de 1998 (pH 12,03) e 0 menor em fevereiro de 2000 (pH
5,84). Isto se deve, provavelmente, ac efluente vindo da fabrica de ragdo, em sua
maioria, residuo da casca da laranja. Ao contrario, nos pontos SD e LP, os valores
de pH ndo se modificaram em func¢do da época da coleta. Os resultados obtidos
sdo explicados pelo fato de que o pH do efluente & corrigide antes da entrada da
Lagoa de Aeragdo que, no tratamento aerobio da indUstria em estudo,
corresponde a etapa anterior acs pontos SD e LP. Em fevereiro de 2000, néo foi

determinado o pH no ponto Calha, pois a industria ndo estava em funcionamento.

Outro pardmetro importante a ser determinado no tratamento aerébio é a
quantidade de sélidos sollveis, suspensos e totais. Na estacdo de tratamento de
efluente da industria de suco de laranja, os sélidos suspensos correspondem a
polpa da laranja, enquanto que os solidos dissolvidos ou sollveis podem ser

divididos em orgéanicos (aglcar e alcool) e inorgéanicos (soda caustica). Os sdlidos
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totais seriam a mistura dos solidos suspensos e sélidos dissolvidos (KIMBALL,
1991). No tratamento de efluente a quantidade de sélidos deve ser monitorada,
principalmente, a de soldveis, pois estes se aderem & membrana celular das
bactérias, tornando-as mais densas que o efluente. Com isto, elas se sedimentam
e sdo removidas junto com o excesso de lodo, deixando de exercer o seu papel na
biodegradacio da matéria orgénica, afetando, assim, a clarificagdo do lodo
(KIMBALL, 1991).

Na Tabela 2, encontram-se os resultados obtidos das determinagfes de
solidos suspensos, dissolvidos e totais nos diferentes pontos da estagdo de
tratamento de efluente. O ponto calha apresentou a menor quantidade de solidos,
pois corresponde somente ao residuo da laranja e a dgua de lavagem da fabrica.
A quantidade de solidos totais enconfrada foi a mesma em todas as
determinagfes realizadas, nos diferentes meses e anos. No ponto AP, se junta o
residuo da fabrica de ragdo, por isso, a quantidade de solidos totais aumentou. A
maior quantidade de sélidos foi determinada no ponto SD, ou seja, na Lagoa de
aeragio, pois neste ponto além da matéria organica também existe uma grande
quantidade de microrganismos, uma vez due corresponde &ao local da
biodegradagéo do residuo industrial. O ponto com menor concentragdo de solidos
foi a lagoa de polimento (LP), onde ocorre a Gltima decantagéo do efluente, isto &,
os sdlidos totais e microrganismos decantam para o fundo da lagoa, antes de

serem descartados para algum “corpo d’agua’”.
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Tabela 2: Determinagdo de Sélidos Suspensos, Dissolvidos e Totais das amosiras
de efluente industrial coletadas nos meses de outubro e dezembro de 1999,

fevereiro de 2000 e fevereiro de 2001.

Amostras Sdélidos Suspensos | Sdlidos Solaveis Sélidos Totais
(mg.L") (mg.L") (mg.L")

Qutubro/ 1999

C 57 57 140

AP 75 56 130

SD 210 120 330

LP 56 67 120
Dezembro/1999

C 21 120 140

AP 54 82 100

SD 310 200 490

I.P 120 42 170
Fevereiro/2000

C - - i,

AP 62 500 570

SD 100 490 590

LP 130 540 680
Fevereiro/2001

C 82 54 140

AP 90 240 340

SD 110 104 210

LP 150 110 250

C = calha; AP = agua preta; SD = saida do sedimento; LP = lagoa de polimento

O acompanhamento da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) é uma
das andlises mais importantes para se determinar a eficiéncia do sistema de
fratamento adequado. Embora, os valores de DBO determinem a quantidade de
oxigénio necessaria para degradagdo do efluente, a andlise consome muito

tempo, em torno de 5 dias. Um método mais rapido, mas indireto, para estimar a
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DBO é a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) que é determinada em,
aproximadamente, 3 horas (KIMBALL, 1991).

A Tabela 3 mostra os resultados da determinagdo de DQO nos quatro
pontos da estagao de tratamento estudado. De acordo com a Tabela, observa-se
que na amostra coletada na Calha (C), a quantidade de matéria orgéanica foi baixa,
portanto a quantidade de oxigénio gasta para degrada-la também foi pequena. A
maior quantidade de DQQO foi encontrada no ponto AP, no més de dezembro de
1999. Isto ocorreu porgue as amostras foram coletadas no inicio do tratamento do
efluente e como 0s microrganismos ainda nao atuaram sobre esfa, a quantidade
de matéria orgénica € maior do que a do final do tratamento e, por isso, a DQO foi
alta. No ponto SD, a quantidade de DQO ainda é alta, porque nesta fase os
microrganismos estdo em plena atividade e a quantidade de oxigénio gasta
também é alta. Ja nas amostras coletadas na lagoa de polimento, a DQO foi
menor, porque esta é a Ultima efapa do tratamento do efluente e a agua deve
estar livre de matéria organica para ser despejada no Rio. Como nesta fase, o
crescimento e metabolismo das bactérias sdo baixos, a DQO determinada

também foi baixa.

TABELA 3: Determinagédo de DQO (mg.L'102) das amostras de efluente industrial
coletadas nos meses de outubro e dezembro de 1999, fevereiro de 2000 e

fevereiro de 2001.

Amostras Periodo
Out./1999 Dez./1999 Fev./2000 Fev./2001
C 578 2080 - 330
AP 6175 7750 2920 2450
SD 4100 3000 3500 1900
LP 430 1460 780 360

C = calha; AP = agua preta; SD = saida do sedimento; LP = lagoa de polimento
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5.2 Isolamento dos microrganismos

No tratamento de efluente, microrganismos aerobios s&o capazes de
degradar a matéria organica sem produc¢do de odores desagradaveis. Por esta
razao, lagoas aeradas sdo usadas para induzir o crescimento de microrganismos
aerébios, ao invés dos anaerdbios (KIMBALL, 1991, AMARAL et al., 1998). Neste
trabalho, microrganismos aerdbios foram isolados do efluente industrial e da
Estacdo de Tratamento de Efluente (ETE), por esgotamento em placa, utilizando-
se 0 metodo de superficie. Uma vez que, o total de bactérias aerdbias contidas no
lodo pode chegar a 10° UFC/mL (KIMBALL, 1991), o isolamento de todas elas
tornaria este estudo inviavel, por isso, a escolha dos microrganismos em placa foi

feita de acordo com o item 4 .4.

A Tabela 4 indica o numero de microrganismos isolados em 6 coletas
realizadas ao longo do estudo. Observa-se que foram isolados 572
microrganismos com caracteristicas morfologicas diferentes, entre bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, com maior predominio de bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas do que de fungos.

Tabela 4: Microrganismos isolados do efluente industrial e da ETE em 6 coletas

realizadas entre Dezembro de 1698 e Fevereiro de 2001,

Periodo/ Microrganismos
ano Bactérias Leveduras Fungos TOTAL
Filamentosos

Dezembro/1998 86 2 6 94
Agosto/ 1999 97 6 3 106
Outubro/ 1999 87 1 2 90
Dezembro/1999 80 3 9 92
Fevereiro/2000 88 6 1 95
Fevereiro/2001 85 4 6 95
TOTAL 523 22 27 572
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Neste trabalho a quantidade de fungos filamentosos isolados foi pequena e
isto, provavelmente, ocorreu devido as condigbes de pH. Segundo, KIMBALL
(1991), o lodo ativado néo favorece o crescimento de fungos, pois o pH, em geral,

€ neutro (6,0-8,0), embora alguns fungos filamentosos possam ser isolados.

A Tabela 5 mostra o numero de microrganismos isolados nos diferentes
pontos do tratamento do efluente industrial. Através dos resultados nota-se que a
maior quantidade de microrganismos foi isolada no ponto saida do sedimento, que
representa a Lagoa de Aeracgdo, onde realmente ha a maior concentragdo de
microrganismos, principalmente bactérias que atuam na degradagédo do efluente.
No ponto calha, foi isolada a menor quantidade de microrganismos, sendo que os
presentes neste ponto, em geral, correspondem aos que estavam presentes na

laranja “in natura”.

Tabela 5: Linhagens de microrganismos isoladas do efluente industrial e dos
diferentes pontos da ETE nas 6 coletas realizadas entre Dezembro de 1998 e

Fevereiro 2001.

Pontos do ETE
MO isolados Cc AP SD LP
Bactérias 69 115 231 108
Leveduras 2 8 4 8
Fungos filamentos 6 15 3 3
TOTAL 77 138 238 119

C = calha; AP = agua preta; SD = saida do sedimento; LP = lagoa de polimento
5.3 Pré-selecao dos microrganismos isolados

5.3.1 Avaliacdo visual do crescimento microbiano

Nesta primeira etapa, foram estudados os 572 microrganismos isolados do
efluente industrial e da ETE e os 56 fungos ligninoliticos ja existentes na colecdo
de cultura do Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana, num total de 628
microrganismos. A pré-selecdo foi feita apenas por avaliagdo visual do

crescimento, isto €, os microrganismos incubados em meio de cultura contendo d-
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limoneno como Unica fonte de carbono, foram pré-selecionados pela capacidade

de crescerem neste meio, conforme descrito no item 4.5.2.

A Figura 13 exemplifica o teste de avaliacdo do crescimento dos
microrganismos em meio contendo sais minerais mais d-limoneno. Na Figura 13-
A, observa-se o tubo controle que contém somente o meio de cultura e o d-
limoneno na parte superior. As Figuras 13-B e 13-C mostram que o crescimento
microbiano conferiu turbidez ao meio de cultura e que o d-limoneno foi utilizado

havendo emulsificagédo do mesmo.

Figura 13: Pré-selecao de bactérias, por crescimento visual, em tubos de ensaio
contendo meio de sais minerais e d-limoneno, na concentragao 5,0% como unica
fonte de carbono. A = controle; B e C = crescimento de duas linhagens

bacterianas.

Posteriormente, tanto fungos como bactérias foram crescidos em placas de
Petri contendo meio de sais minerais e o d-limoneno como fonte de carbono.
Alguns microrganismos apresentaram um halo transparente em volta da colénia,
possivelmente formado pela degradagcéo do d-limoneno. Na Figura 14, pode-se
observar o crescimento de uma bactéria (14-A) e de um fungo filamentoso (14-B)

e seus halos de degradacao.
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Figura 14: Microrganismos crescidos em placas de Petri, contendo meio de sais
minerais e o d-limoneno como unica fonte de carbono, na concentracao de 5%.

A = Bactéria; B = fungo filamentoso.

Nesta primeira etapa, foram pré-selecionados 34 bactéerias, 18 fungos e 3
leveduras, em um total de 55 microrganismos que foram estudados na etapa

posterior, a seguir.

5.5.2 Determinacdao da porcentagem de degradagado do d-limoneno por
CLAE

Na segunda etapa, os 55 microrganismos pré-selecionados na primeira

etapa foram inoculados conforme item 4.5.3.

Na Tabela 6, observa-se a degradagao do d-limoneno (%) pelas 34
bactérias isoladas do efluente industrial da industria de suco de laranja, quando

cultivadas em meio de cultura contendo 5% de d-limoneno.
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Tabela 6: Degradagdo do d-limoneno (%) por 34 bactérias isoladas do efluente
industrial da industria de suco de laranja, sob diferentes condicbes de

crescimento, estacionaria e com agitacéo.

Bactérias % de Degradagdo do d-limoneno
Condigédo estacionaria Condigdo agitada (150rpm)
25 8,25 0,0
28B 152 0,0
29 0,0 0,0
30 1.5 0,0
36B 0,0 542
A0, 10,64 0,0
0,1C 30,77 0,0
0,1D 51,0 0,0
AP-11 21,10 0,0
AP-12 21,88 0,0
AP-13 9,54 0,0
AP-14 22,30 0,0
AP-15 38,46 0,0
AP-117 0,0 0,0
C-14 4,30 0,0
C-15 9,23 18,90
C-151 22,12 0,0
C-18 20,83 22,34
D2 10,45 0,0
LP-11 79,80 44 .50
LP-13 52,46 5,94
LP-14 17,18 0,0
LP-1 5 15,50 2230
LP-16 17,70 28,22
LP-19 23,10 0,0
LP-3 2 0,0 0,0
LP-33 19,90 0,0
SD-12 26,53 0,0
SD-13 13,87 74,45
SD-14 16,89 0.0
SD-15 12,54 0,0
SD-3 11 0,0 0,0
SD-3 17 0,0 0,0
SDO 12 27,10 18,27
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Os resultados obtidos, na Tabela 6, demonstraram que na condigdo com
agitagao somente as bactérias 368, C-1 5, C-1 8, LP-1 1, LP-1 3; LP-1 5, LP-1 6,
SD-1 3 e SDO 12 foram capazes de degradar o d-limoneno. Quando crescidas em
condigéo estacionaria, praticamente, todas as bactérias degradaram o d-limoneno,
com excegdo das linhagens 29, 36B, AP-1 17, LP-3 2, SD-3 11 e SD-3 17. As
bactérias que apresentaram maior porcentagem de degradagéo, quando crescidas
na condigéo estacionaria foram 0,1D (51%), LP-1 1 (= 80%) e LP-1 3 (52%) e na
condi¢do sob agitagdo foram LP-1 1 (44,50%) e SD-1 3 (74,5%). A linhagem LP-1
1 foi o Unico microrganismo que apresentou a maior taxa de degradagéo nas 2
condigOes avaliadas, estacionaria (80%) e sob agitagdo (45%).

Pode-se observar que as bactérias apresentaram melhor crescimento, sob
condi¢cdo estacionaria. Ainda existe controvérsia em porque algumas bactérias
crescem melhor em condigdo estacionaria, enquanto outras em condigdo sob
agitacdo. Entretanto, neste trabalho, o crescimento em condigdo estacionaria
ocorreu, provavelmente, devido ao maior contato do monoterpeno com a parede
do microrganismo nesta condicdo do que na sob agitagdo. Isto pode ser
comprovado, uma vez que as bactérias que degradaram maior porcentagem de d-
limoneno sdo Gram-negativas. Como o d-limoneno € um composto lipossoluvel,
quando em contato com a parede de lipopolissacarideos das bactérias Gram-
negativas, tende a dissolver os lipideos e penetrar na célula, sendo possivel,
assim, sua biodegradacdo pelos microrganismos. Ja na condigdo sob agitagao,
este contato seria dificultado e, assim, sua penetragéo para o interior da célula.
Este resultado, para uma aplicagdo industrial, € vantajoso, pois a agitagéo

aumenta o custo do tratamento de efluente.

A Tabela 7 mostra os dados de porcentagem de degradagéo obtidos para
os fungos filamentosos crescidos em meio contendo 5% de d-limoneno. De acordo
com a Tabela 7, observa-se que a maior porcentagem de degradagdo do d-
limoneno como fonte de carbono foi obtida pela linhagem 898, tanto na condigdo
estacionaria (36%) como sob agitagdo (36%). Os demais fungos também foram
capazes de utilizar o d-limoneno como fonte de carbono, em ambas condigbes
estudadas, porém em menor porcentagem. Somente os fungos 837 e LP-5 1 ndo

foram capazes de degradar o d-limoneno sob condicdo estacionaria. Quando
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crescidos sob agitacdo todos os fungos foram héabeis para degradar o
monoterpeno, com excegdo para os fungos 020, 490 preta, L-6 3 e LP-3 5. De
modo geral, os fungos foram capazes de degradar menor porcentagem do

monoterpeno quando comparados com as bactérias.

Tabela 7: Degradacdo do d-limoneno (%) por 18 fungos filamentosos, entre os
ligninoliticos e os isolados do efluente industrial da industria de suco de laranja,

sob diferentes condigbes de crescimento, estacionaria e com agitagao.

Fungos % de degradagao do d-limoneno
Condigao estacionaria Condigao agitada
(150 rpm)
020 19,84 0,0
390 5,84 14,83
490 PRETA 21,04 0,0
490 VERDE 24,13 14,71
837 0,0 10,16
898 35,95 36,12
AP-13 10,61 26,06
AP-3 1 24,17 17,08
AP-5 1 18,42 25,25
AP-5 1 13,39 22,75
Creme 3 23,78 10,66
Fungo 1 13,31 25,70
L-4 1 19,94 10,38
L-6 3 13,10 0,0
Laranja 2 19,76 20,05
LP-3 3 13,28 21,58
LP-35 7,10 0,0
LP-51 0,0 22,56

A Tabela 8 mostra que as leveduras, isoladas do efluente industrial,

utilizaram uma pequena porcentagem de d-limoneno quando cultivadas em meio
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contendo 5% do monoterpeno. Os resultados foram semelhantes, em torno de
16%, na condigdo estacionaria para todas leveduras. Na condi¢do agitada,

nenhuma das leveduras estudadas foi capaz de degradar o monoterpeno.

Tabela 8: Degradacédo do d-limoneno (%) por 3 leveduras isoladas do efluente
industrial da industria de suco de laranja, sob diferentes condigées de

crescimento, estacionaria e com agitagdo.

Leveduras % de degradagao do d-limoneno

Condigao estacionaria | Condigdao com agitagao

56 17,98 0,0
Branca 1 14,86 0,0
Geo 15,74 0,0

Com base nos melhores resultados obtidos da porcentagem de degradagao
do d-limoneno, foram escolhidos na 2° etapa 5 microrganismos, sendo 4 bactérias
(0,1D; LP-1 1; LP-1 3; SD-1 3) e um fungo (898).

A melhor degradagédo do d-limoneno pelas bacterias do que pelos fungos
pode ter ocorrido devido a constituicdo da parede celular destes microrganismos.
Enquanto a parede das bactérias Gram-negativas € constituida de
lipopolissacarideos, o que facilitaria a entrada do monoterpeno, pela dissolugéo
dos lipideos presentes, os fungos apresentam quitina em sua parede celular e o d-

limoneno n&o penetra com a mesma facilidade.
5.4 Selegao dos microrganismos
5.4.1 Efeito da concentracdo de d-limoneno no crescimento microbiano

Os microrganismos pré-selecionados foram testados quanto a sua
capacidade de degradar diferentes concentragbes de d-limoneno, quando
crescidos em meio de sais minerais contendo 0 monoterpeno como principal fonte
de carbono. A capacidade de degradar o monoterpeno foi determinada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e os sistemas enzimaticos por

espectrofotometria.
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5.4.1.1 Degradacao do d-limoneno

A Figura 15 ilustra a porcentagem de degradacao do d-limoneno pelas 5
linhagens pré-selecionadas, crescidas durante 5 dias em meio contendo sais
minerais e o monoterpeno como fonte de carbono, em diferentes concentragées,
sob condicao estacionaria. Analisando-se a figura, nota-se que as linhagens 0,1D
e 898 apresentaram as maiores porcentagens de degradagao do d-limoneno,
quando crescidas na concentracdo de 3% do monoterpeno, com valores iguais a
85 e 82%, respectivamente. As menores porcentagens de degradacao foram
atribuidas a bactéria LP-1 3, na concentracédo de 5% (0%) e ao fungo 898, na

concentracao 1% (0%).
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Figura 15: Degradacao do d-limoneno (%) pelas linhagens selecionadas crescidas
em meio de cultura contendo sais minerais e o d-limoneno como Unica fonte de

carbono, em diferentes concentragées. Condigao estacionaria.

Analisando-se a Figura 16, que mostra a porcentagem de degradacéao do d-
limoneno, na condigao agitada, observa-se que os melhores resultados foram
obtidos quando os microrganismos foram crescidos em concentragdes mais altas
do monoterpeno. Na concentracao 1%, nao foi observado o crescimento de
nenhuma das linhagens estudadas. As maiores porcentagens de degradacao
foram obtidas pela linhagem SD-1 3, quando crescida em 5% de d-limoneno (87%)

e a linhagem 898 em 3% do monoterpeno (80%).
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Figura 16: Degradacao do d-limoneno (%) pelas linhagens selecionadas crescidas
em meio de cultura contendo sais minerais e o d-limoneno como Unica fonte de

carbono, em diferentes concentracées.Condigao sob agitacao.

Comparando-se os dados obtidos na condigdo estacionaria e sob agitacao,
de modo geral, verifica-se que os melhores resultados foram obtidos quando os
microrganismos cresceram em meio contendo concentragéo de 3% de d-limoneno,
seguida das concentragcdes 5 e 7% do monoterpeno. Quando utilizado 1%, as
linhagens nao apresentaram crescimento satisfatério em nenhuma das condigdes

estudadas.

Os resultados obtidos neste estudo estdao de acordo com os de outros
autores que demonstraram que muitos microrganismos sé&o capazes de degradar
e/ou transformar do d-limoneno, quando crescidos em meio contendo
concentracées do monoterpeno, que variam de 2 a 5%. MARS, GORISSEN e VAN
DEN BELD (2001), estudando a biotransformagao de d-limoneno para acido
perilico por Pseudomonas sp., observaram que a bactéria foi capaz de crescer em
concentrag@o de 2,4%, do monoterpeno, utilizando o composto como unica fonte
de carbono e energia. A bioconversao de d-limoneno por Pseudomonas putida
também foi estudada em meio de sais minerais contendo 5% do monoterpeno e
observou-se que a bactéria Gram-negativa foi capaz de converter 30% do
composto em &acido perilico (SPEELMANS, BIJLSMA e EGGINK, 1998). TAN e
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DAY (1998) encontraram em seu trabalho que a conversdo do d-limoneno para a-
terpineol por Penicillium digitatum aumenta com o aumento da concentragdo do
monoterpeno, até atingir a concentragdo de 4%. A partir dai, ndo foram

observadas mudangas na producao de a-terpineol.

Entretanto, outros autores estudando a bioconversdo e/ou biodegradagédo
do d-limoneno ndo obtiveram resultados tdo satisfatérios quanto estes, utilizando
concentracbes elevadas do monoterpeno. Em um trabalho com Pseudomonas
aeruginosa, CHATTERJEE e BHATTACHARYYA (2001) estudaram o efeito da
concentragéo do d-limoneno sobre o microrganismo e observaram que a maxima
conversdao do monoterpeno para alcool perilico foi obtida a 0,2%. Utilizando-se
concentracéo de d-limoneno de 0,5%, o rendimento do produto diminuiu. ACOSTA
et al. (1996) observaram a presenga de a-terpineol e carvona em meio de cultivo,
quando a bactéria foi crescida em meio de sais minerais e somente 0,25% de d-
limoneno. MAZAS e RUIZ (1995) também verificaram que cepas de P. aeruginosa
foram capazes de converter o d-limoneno em compostos aromaticos, quando
crescidas em meio de sais minerais contendo 0,25% de d-limoneno, em condic&o

estacionaria.

Isto demonstra que os resultados deste estudo séo satisfatérios, pois os
microrganismos cresceram em altas concentragbes do d-limoneno. Apesar da
concentragdo maxima do d-limoneno em Estacbes de Tratamento de Efluente
(ETE) de industria citrica ser de 0,005% (KIMBAL, 1991), € comum ocorrerem
problemas na Linha de Processamento do suco de laranja, aumentando
consideravelmente a concentracdo do monoterpeno no lodo ativado. O aumento
da concentragdo pode acarretar problemas no funcionamento geral da industria,
uma vez que, o d-limoneno pode eliminar os microrganismos responsaveis pelo
processo de biodegradacdo nas ETEs. Por isso, microrganismos capazes de
crescer em altas concentragbes de d-limoneno (como os encontrados neste
estudo) e degrada-los e/ou converté-los para compostos menos toxicos, € muito

importante na solugéo de problemas para industria de suco de laranja.
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5.4.1.2 Atividades enzimaticas

Foram analisadas, para os microrganismos selecionados, a atividade de
enzimas extracelulares (Lacase, Peroxidase, Lignina Peroxidase e Manganés
Peroxidase) e intracelulares (Catecol 1,2 dioxigenase, Catecol 2,3 dioxigenase e
Protocatecol 3,4 dioxigenase). As enzimas intracelulares foram determinadas
somente para as bactérias, uma vez que, ndo existem trabalhos que indiquem a
producdo destas enzimas por fungos. Da mesma maneira, as enzimas
extracelulares LiP e MnP sé foram determinadas para o fungo 898, uma vez que

sdo mais verificadas em fungos do que em bactérias.

A Figura 17 mostra os resultados obtidos para atividade de lacase para os 5
microrganismos estudados, nas condigbes estacionaria e agitada. Pela figura,
verifica-se que a produgdo de lacase foi semelhante para todas bactérias em
todas as concentragdes estudadas, nas duas condi¢cdes de cultivo, com a maioria
dos valores entre 2,0 e 2,5 U/L. Porém, a maxima atividade enzimatica foi
produzida pela linhagem 0,1D (2,7 U/L), seguida da linhagem LP-1 3 (2,6 U/L),
ambas na concentragdo 5% e LP-1 3 (2,5 U/L), na concentragdo 1%, quando
crescidas sob condigdo estacionaria. As menores atividades de lacase foram
produzidas pelo fungo 898 em todas concentrages estudadas
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Atividade enzimatica
(U/L)
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Figura 17: Atividade da enzima lacase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; LP-1 3; SD-1
3 e 898, quando crescidas em diferentes concentracdes de d-limoneno. (E) -

cultivo estacionario; (A) - cultivo agitado.

Ao contrario da enzima lacase, a peroxidase nao foi produzida de maneira
semelhante por todas as linhagens (Figura 18). As maiores atividades enzimaticas
foram produzidas pelas linhagens LP-1 1, na concentracdo de 5% em condicao
estacionaria (3,4U/L); SD-1 3, em 7% de fonte de carbono sob condicdo
estacionaria (3,2U/L) e 0,1D, crescida em 3% de d-limoneno sob condicdo
estacionaria (3,0U/L) e 5% sob agitacdo (3,0U/L). As menores atividades de
lacase foram observadas nos sobrenadantes, quando utilizada a concentracao de
1% de d-limoneno nas duas condigdes avaliadas, com valores em torno de 1,5U/L.

O fungo 898 também produziu pouca atividade de peroxidase, como a de lacase.
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Grafico 18: Atividade da enzima Peroxidase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; LP-1 3;
SD-1 3 e 898, quando crescidas em diferentes concentragées de d-limoneno. (E) -

cultivo estacionario; (A) - cultivo agitado.

A Figura 19 mostra os resultados de atividade das enzimas LiP e MnP pelo
fungo 898. Observa-se que a produgdo da enzima LiP foi muito baixa nas
diferentes concentragées de d-limoneno usadas como fonte de carbono. A maior
atividade da enzima MnP (1,9 U/L) foi detectada quando o fungo foi crescido em
3% do monoterpeno, na condigdo estacionaria. Atividade de MnP nao foi

produzida pelo fungo nas concentragdes de 3 e 5% de d-limoneno, sob agitagao.
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Figura 19: Atividade das enzimas lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase
(MnP) pelo fungo 898, quando crescido em diferentes concentracdes de d-

limoneno. (E) - cultivo estacionario; (A) - cultivo agitado.

Nao existem trabalhos que demonstrem que as enzimas ligninoliticas estao
envolvidas na degradacdao do d-limoneno, mas elas sdo responsaveis pela
degradacao de muitos outros compostos toxicos encontrados no meio ambiente
como fenol, acido tanico, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, dioxinas,
furanos, entre outros (GOLOVLEVA e LEONEVSKIl, 1998; RODRIGUEZ,
PICKARD e VAZQUEZ-DUHALT, 1999; ZHANG, KNAPP e TAPLEY, 1999). Pelos
resultados obtidos pode-se observar que os microrganismos estudados aqui foram
aptos a produzir estas enzimas. Sabe-se que muitos microrganismos produzem
estas enzimas na presenga de compostos recalcitrantes como é o caso do d-
limoneno e que, em geral, altas concentracbes destes compostos inibem o
sistema enzimatico dos mesmos, impedindo a degradacao de xenobidticos
(SAXENA, SHARMILA e SINGH, 1995). Neste estudo, altas concentragées do d-
limoneno nao impediram a produgao enzimatica pelos microrganismos,

principalmente, das enzimas lacase e peroxidase.

A Figura 20 mostra a atividade da enzima intracelular Catecol 1,2
dioxigenase. As maiores atividades enzimaticas foram produzidas pela linhagem
LP-1 3 (0,05U/L), na concentracdo de 7% sob agitacao; LP-1 1 (0,045 U/L), em
1% estacionaria; SD-1 3 (0,045 U/L), em 3% sob agitagao e 0,1D (0,045 U/L), em
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5% estacionaria. Nao foi detectada atividade desta enzima por nenhuma linhagem

estudada, quando estas foram crescidas na concentragao de 3% de d-limoneno,

Al
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Figura 20: Atividade da enzima Catecol 1,2 dioxigenase pelas linhagens 0,1D; LP-
1 1; LP-1 3; SD-1 3, quando crescidas em diferentes concentragcdes de 0o-

limoneno. (E) - cultivo estacionario; (A) - cultivo agitado.

A atividade da enzima Catecol 2,3 dioxigenase e Protocatecol 3,4
dioxigenase tambéem foram determinadas, mas como as linhagens produziram
quantidades pequenas, com valores entre 0,0 e 0,0010 U/L, das duas enzimas nas

condigbes estudadas, os dados nao foram apresentados.

Apesar de ser conhecido muito pouco sobre a degradagdo e/ou conversdo
do d-limoneno por dioxigenases, sabe-se que a catecol 1,2-dioxigenase e a
catecol 2,3-dioxigenase sao enzimas chaves no catabolismo de compostos
aromaticos monociclicos (MURAKAMI et al., 1998) e, portanto, podem estar
envolvidas na degradacdo do d-limoneno. KIM et al. (2002), em seu trabalho,
utilizaram o d-limoneno para induzir a produgao de catecol 1,2-dioxigenase para a
degradacao de outro composto toxico, o bifenil. Apesar da enzima nao ter sido
utilizada na degradacdo do monoterpeno, os valores de atividade da catecol 1,2-
dioxigenase encontradas em nosso trabalho, indicam que a enzima pode estar
envolvida na degradagao do d-limoneno. Além disso, outros estudos mostram que

esta enzima e outras catecol dioxigenases podem degradar e/ou transformar
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varios compostos téxicos, como fenol, 3,4-dicloroanilina, anilina e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (MURAKAMI et al., 1998; LIPTHAY et al., 1999; LEBLOND
et al., 2000; TRAVKIN et al., 2003).

Entretanto, a auséncia de algumas enzimas no sobrenadante das culturas,
tanto extracelulares como intracelulares, ndo indica a falta de capacidade de
produzi-las, pois diferentes fatores interferem na produgéo de enzimas, tais como,
pH, temperatura, nutrientes entre outros (SPARRAT et al., 2000). Além disso, a
auséncia de uma dessas enzimas, ndo significa, necessariamente, que o
composto ndo sera degradado, pois outras enzimas podem estar participando do

seu processo degradativo.

Os dados obtidos da porcentagem de degradacédo e atividades enzimaticas
sugerem que 0s microrganismos apresentaram melhores atividades, quando o d-
limoneno foi adicionado nas concentragées 3 e 5% como principal fonte de
carbono, sendo, portanto, essas concentragbes utilizadas na fase seguinte do

trabalho.

5.4.2 Relagéo entre o tempo de crescimento e a degradagéo de d-limoneno

pelos microrganismos

Os microrganismos foram testados quanto a sua capacidade de degradar o
d-limoneno, quando crescidos em meio de sais minerais contendo o0 monoterpeno
como fonte de carbono, por 1, 3, 5 e 7 dias, nas concentracdes de 3 e 5%. Nesta
etapa, a capacidade de utilizagdo do monoterpeno também foi avaliada por CLAE

e determinagbes enzimaticas.
5.4.2.1 Degradacgéao do d-limoneno

Quando os microrganismos foram crescidos em meio contendo 3% de d-
limoneno (Figura 21), nota-se que os melhores resultados foram obtidos para o
fungo 898, quando crescido por 1, 3 e 5 dias, na condicdo estacionaria e as
bactérias LP-1 1, com 3 dias de crescimento estacionario e com 5 dias sob
agitacdo e 0,1D, com 1 e 3 dias de crescimento sob agitagdo. Com 1 dia de
crescimento, na condigdo estacionaria, somente o fungo 898 degradou o d-
limoneno. Com 7 dias de crescimento, nenhuma das linhagens foi capaz de

degradar o monoterpeno, quando cultivados sem agitagao.
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Figura 21: Degradagao do d-limoneno (%) pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; LP-1 3;
SD-1 3 e 898, quando crescidas em meio de cultivo contendo o monoterpeno
como unica fonte de carbono, na concentragao de 3%. (E) - cultivo estacionario;

(A) - cultivo agitado.

A Figura 22 apresenta os resultados de degradacédo (%) do monoterpeno,
quando os microrganismos foram crescidos utilizando-se as concentragoes de 3%
sob as condigoes estacionaria e com agitacdo durante 1, 3, 5 e 7 dias. As
melhores porcentagens de degradagdo do monoterpeno foram obtidas pelas
linhagens 898 (82%), com 1 dia de crescimento estacionario e SD-1 3 (82%), com
5 dias de crescimento, sob agitagdo. Com 7 dias de crescimento somente a

linhagem 898 foi capaz de degradar o monoterpeno.
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Figura 22: Degradacéo do d-limoneno (%) pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; LP-1 3;
SD-1 3 e 898, quando crescidas em meio de cultivo contendo o monoterpeno
como unica fonte de carbono, na concentracdao de 5%. (E) - cultivo estacionario;

(A) - cultivo agitado.

Comparando-se os resultados ilustrados nas Figuras 21 e 22, observa-se
que os microrganismos, em geral, degradaram maiores porcentagens de d-
limoneno quando crescidos em meio contendo 3% do monoterpeno. Entretanto,
com 1 dia de crescimento os melhores resultados foram obtidos na concentragao
de 5% de d-limoneno. Observou-se também que porcentagens de degradacéao
ocorreram com 3 e 5 dias de crescimento, sendo os menores valores encontrados
com 7 dias, provavelmente, porque o composto tornou-se toxico aos

microrganismos.

Trabalhos realizados por varios pesquisadores estdo de acordo com o0s
resultados apresentados aqui, onde, geralmente, a formagao dos produtos ocorreu
na primeira semana do experimento. ADAMS, DEMYTTENAERE e KIMPE (2003)
estudaram a biotransformacao do d-limoneno para a-terpineol por Penicillium
digitatum, realizada em culturas liquidas por 8 dias e ap6s 5 dias observaram a
formagao do produto. Em estudo utilizando a bactéria Pseudomonas putida,
CHATTERJEE e BHATTACHARYYA (2001) analisaram os produtos de
bioconversado de 0,2% de d-limoneno, em meio de cultura, apos 24, 48, 72, 96,

120 e 144 horas de cultivo. Os autores observaram que os produtos de

78



BIODEGRACAO DO D-LIMONENO

bioconversdo aumentaram de maneira significante entre 24 e 48 horas, sendo que
apos 120 horas, as concentragdes dos produtos permaneceram inalteradas.
PAVLOSTATHIS & MISRA (1999), estudando a biotransformacdo de 5
monoterpenos (arbanol, linalool, a-pineno, plinol e a-terpineol), observaram que
apés 8 dias de incubagdo as concentragbes dos monoterpenos decresceram
muito, mas permaneceram estaveis até o final do periodo de incubagdo de 30
dias. Em outro trabalho com P. putida, observou-se que a bactéria converteu 75 a
80% do d-limoneno, quando crescida em meio contendo 5% do monoterpeno, em
acido perilico apos 72 horas de crescimento (SPELLMANS, BILSMA e EGGINK,
1998). MISRA, PAVLOSTATHIS e PERDUE (1996) estudando a biodegradagéo
aerobica de monoterpenos por microrganismos isolados do solo, observaram que
ap6s 40 horas de incubagdo os niveis de d-limoneno, terpineno e terpinoleno
ficaram abaixo do nivel de deteccdo, mostrando que os monoterpenos foram
biotransformados ou biodegradados. ACOSTA et al. (1996), trabalhando com P.
aeruginosa crescida em meio de sais minerais e 0,25% de d-limoneno por 21 dias,
observaram que nas primeiras 24 horas ocorreu redugdo de 42% do monoterpeno
e apos o0 nono dia a concentragéo do d-limoneno se manteve constante até o final
do experimento. Em nosso experimento, os microrganismos apresentaram bons
resultados, pois foram capazes de degradar as concentracées de d-limoneno
estudadas em poucos dias. Isto é importante, porque quanto mais rapido ocorrer a
biodegradagéo do d-limoneno no lodo ativado, menos problemas ele acarretara as
ETEs.

5.4.2.2 Atividades enzimaticas

A Figura 23 mostra os resultados da atividade da enzima lacase dos
microrganismos crescidos em meio contendo 3% de d-limoneno. As maiores
atividades de lacase foram produzidas pela linhagem LP-1 1, com 1 dia de
crescimento, tanto sob condi¢do estacionaria como com agitacdo. A partir de 3
dias de crescimento, os microrganismos apresentaram producdo enzimatica

semelhante nas condigbes estudadas.
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Figura 23: Atividade da enzima lacase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; L-1 3; SD-1
3 e 898, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 3% de d-limoneno

como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

Quando os microrganismos foram crescidos em 5% de d-limoneno,
observa-se que estes apresentaram comportamento semelhante quanto a
produgao de lacase, sendo que as bactérias produziram a enzima em maior
quantidade que o fungo 898 (Figura 24). A linhagem LP-1 3 apresentou alta
atividade da enzima, em torno de 2,5 U/L em todos os dias e nas duas condicdes
estudadas, em relagdo as demais linhagens. A menor atividade enzimatica foi

produzida pela linhagem LP-1 1, quando crescida por 5 dias sob agitacao.
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Figura 24: Atividade da enzima lacase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; L-1 3; SD-1
3 e 898, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 5% de d-limoneno

como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

Na Figura 25, observa-se a atividade da enzima peroxidase produzida pelas
linhagens crescidas em meio de cultura contendo 3% de d-limoneno como fonte
de carbono. Em geral, os microrganismos apresentaram menores atividades da
enzima peroxidase quando comparados com a lacase, nas mesmas condi¢gdes de
cultivo. A maior atividade enzimatica foi produzida pela bactéria LP-1 1(2,6 U/L),
com 1 dia de crescimento, sob condigéo estacionaria e LP-1 3 (2,5U/L), também

com 1 dia de crescimento sob agitacao.
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Figura 25: Atividade da enzima peroxidase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; L-1 3;
SD-1 3 e 898, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 3% de d-

limoneno como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

Os resultados da produgado de peroxidase pelas linhagens selecionadas,
crescidas em meio de sais minerais contendo 5% de d-limoneno sao mostrados na
Figura 26. As maiores atividades de peroxidase foram apresentadas pelas
linhagens LP-1 3, com 1 dia de crescimento em ambas condigées e por 0,1D; LP-1
1 e LP-1 3, com 3 dias de crescimento estacionario. Com 5 dias de crescimento,
0S microrganismos apresentaram menores atividades da enzima nas duas
condicdes estudadas. Observa-se que houve aumento da atividade desta enzima

quando a concentragao de d-limoneno passou de 3% para 5%.
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Figura 26: Atividade da enzima peroxidase pelas linhagens 0,1D; LP-1 1; L-1 3;
SD-1 3 e 898, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 5% de d-

limoneno como Unica fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo
agitado.

A Figura 27 mostra as atividades das enzimas lignina peroxidase e
manganés peroxidase produzidas pelo fungo 898 crescido em 3 e 5% de d-
limoneno por 1,3, 5 e 7 dias. Observa-se que o fungo apresentou pouca atividade
de LiP. A enzima MnP foi produzida principalmente quando o microrganismo foi
cultivado em meio contendo 5% de d-limoneno com 7 dias de crescimento
estacionario (7,2U/L) e com 1 e 7 dias de crescimento sob agitagao, 6,8 e 7,0 U/L
respectivamente. Quando a linhagem 898 foi cultivada em meio contendo 3% de

d-limoneno a enzima MnP foi produzida com maior freqiéncia quando comparado

com 5%.
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Figura 27: Atividade de lignina peroxidase e manganés peroxidase pelo fungo
898, quando crescido em meio contendo sais minerais e 3 e 5% de d-limoneno

como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

As enzimas, em geral, sdo produzidas na fase estacionaria de crescimento
do microrganismo. Entretanto, neste estudo, estas enzimas foram produzidas de
maneira semelhante em todos os dias amostrados, indicando que elas podem ter

sido utilizadas para degradacao inicial do d-limoneno.

A Figura 28 mostra as atividades da enzima intracelular catecol 1,2
dioxigenase, quando os microrganismos foram crescidos em 3% de monoterpeno.
Observa-se que as maiores atividades foram produzidas pela linhagem 0,1D com
3 (0,38 U/L), 5 (0,42 U/L) e 7 (0,55 U/L) dias de crescimento, sob condi¢ao
estacionaria. Os demais microrganismos apresentaram baixas atividades desta
enzima quando comparados com 0,1D em todos os dias de crescimento, sendo
que com 5 dias nao foi detectada atividade para nenhum microrganismo. Quando
os microrganismos foram cultivados sob agitagao, nota-se que a partir do 3° dia de
crescimento, houve uma produgdo muito baixa da catecol 1,2-dioxigenase,
demonstrando que essa condi¢cao nao foi favoravel para a produgao da enzima em

questao, para qualquer dos microrganismos estudados.
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Figura 28: Atividade da enzima Catecol 1,2 dioxigenase pelas linhagens 0,1D; LP-
11; L-1 3; SD-1 3, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 3% de d-

limoneno como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

As melhores atividades da enzima catecol 1,2 dioxigenase para os
microrganismos crescidos em meio contendo 5% de d-limoneno, também foram
obtidas para a linhagem 0,1D com 3 (0,45U/L), 5 (0,40 U/L) e 7 (0,35 U/L) dias de
crescimento estacionario (Figura 29). Resultados semelhantes foram observados
quando os microrganismos foram cultivados em meio contendo 3% do
monoterpeno (Figura 28). Com 3, 5 e 7 dias de crescimento sob agitagao,
nenhuma linhagem produziu esta enzima e nos demais dias, a atividade

enzimatica apresentada pelas linhagens LP-1 1; LP-1 3 e SD-1 3 foi baixa.
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Figura 29: Atividade da enzima Catecol 1,2 dioxigenase pelas linhagens 0,1D; LP-
11; L-1 3; SD-1 3, quando crescidas em meio contendo sais minerais e 5% de d-

limoneno como fonte de carbono. (E) — cultivo estacionario; (A) — cultivo agitado.

A atividade da enzima intracelular catecol 2,3 dioxigenase produzida pelas
linhagens microbianas foi inferior a da catecol 1,2 dioxigenase, com valores entre
0,0 e 0,0020 U/L, nas condigdes estudadas, ou seja, quando as linhagens foram
crescidas em meio contendo sais minerais € 3% e 5% de d-limoneno como fonte
de carbono, por 1, 3, 5 e 7 dias, sob condicdo estacionaria e sob agitacao.
Portanto, os dados nao foram mostrados neste trabalho. A produgédo da enzima
protocatecol 3,4 dioxigenase também foi determinada, mas nenhum

microrganismo produziu esta enzima nas condigdes estudadas.

Apods verificar os resultados obtidos na avaliagdao do tempo de crescimento
dos microrganismos em meio contendo 3 e 5% de d-limoneno, observou-se que
estes apresentaram melhores resultados, tanto de porcentagem de degradacao do

d-limoneno como de atividades enzimaticas, quando crescidos por 3 e 5 dias.
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5.5 Efeito da toxicidade do d-limoneno sobre os microrganismos

estudados

5.5.1 Determinacgé&o do crescimento fungico

O estudo da toxicidade do d-limoneno sobre o fungo 898 foi realizado
através da determinagdo da massa seca, uma vez que, quanto mais tdxico for o
composto para 0O microrganismo, menor sera seu crescimento e,
consequentemente, sua massa seca. Segundo alguns autores, o d-limoneno
aumenta a fluidez da membrana fungica, o qual leva a alta inespecificidade da
membrana, aumentando sua permeabilidade, perda da sua integridade e, assim,
decréscimo da massa seca (CHATTERJEE e BHATTACHARYYA, 2001; ONKEN
e BERGER, 1999).

A Figura 30 mostra os resultados de massa seca obtidos quando o fungo
898 foi cultivado em meio de sais minerais contendo o d-limoneno nas
concentragoes 1, 3, 5 e 7%, nas condi¢gbes estacionaria e com agitacdo. A maior
(40 mg) e a menor (5 mg) quantidade de massa seca, ou seja, 0 maior € 0 menor
crescimento, foram observadas quando o microrganismo foi cultivado em meio
contendo 1% do monoterpeno, nas condi¢bes estacionarias e sob agitacéo,
respectivamente. Nas demais concentragbes de d-limoneno, o valor de massa
seca variou entre 15 e 25 mg, mostrando que o composto pode ser téxico ao
microrganismo. TAN e DAY (1998) observaram que a conversdo do d-limoneno
para «a-terpineol por Penicillium digitatum aumenta com o aumento da
concentragcdo do monoterpeno, até atingir a concentragéo de 4%. A partir dai, ndo
foram observadas mudangas na producdo de a-terpineol, mostrando que o
composto tornou-se toxico ao microrganismo. Estes dados assemelham-se aos

encontrados neste trabalho.
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Figura 30: Massa seca produzida pelo fungo 898, quando cultivado em meio
contendo sais minerais e o d-limoneno como fonte de carbono. (E) = cultivo

estacionario; (A) = cultivo agitado

A Figura 31 mostra os valores de massa seca obtidos para fungo 898,
quando crescido por 1, 3, 5 e 7 dias, em meio contendo sais minerais com 3 e 5%
de d-limoneno, sob condicdo estacionaria e com agitacao. Observa-se que 0s
maiores valores de massa seca foram obtidos quando o microrganismo foi
cultivado por 7 dias, com excecao da concentragao de 3%, com agitacao. Nesta
concentragao, O microrganismo cresceu igualmente em todos os dias,

apresentando os valores de massa seca em torno de 25 mg.
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Figura 31: Massa seca produzida pelo fungo 898, quando cultivado em meio de

cultura contendo sais minerais e 3 e 5% de d-limoneno como fonte de carbono.

(E) = cultivo estacionario; (A) = cultivo agitado.

Observa-se também, nas figuras 30 e 31, que, de modo geral, no 7° dia de
cultivo, o fungo 898 apresentou um rapido crescimento, mostrando que o d-
limoneno tornou-se menos téxico ao microrganismo com o aumento do periodo de
incubacao. Provavelmente, isto ocorreu devido a degradagado e/ou conversao do
d-limoneno em compostos menos toxicos nos primeiros dias de cultivo,
possibilitando o crescimento do microrganismo. Durante o experimento, também
pode ter ocorrido a adaptagao do microrganismo ao d-limoneno. Segundo ONKEN
e BERGER (1999), a adaptagao dos microrganismos a solventes téxicos, como o
d-limoneno, pode diminuir o dano destes compostos as suas membranas e estes

podem crescer mesmo em altas concentragdes do solvente.

De acordo com DEMYTTENAERE, BELLEGHEM e KIMPE (2001), que
estudaram a biotransformagao do d-limoneno por varios fungos, os diferentes
géneros nao apresentam a mesma velocidade de crescimento. A conversao do d-
limoneno para a-terpineol por Penicillium digitatum ocorreu na primeira parte do
experimento, ou seja, apdés 24 horas. Ja para Corynespora cassiicola a
bioconversao foi lenta, sendo que o melhor rendimento foi obtido no final do
experimento, apds 5 dias de incubagdo. ONKEN e BERGER (1999), trabalhando

com cultura de Pleurotus sapidus, observaram que ap6s adi¢cao do d-limoneno
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ocorria um rapido decréscimo da massa seca, indicando progressivo dano na
membrana flngica. Neste mesmo trabalho, os autores observaram que apesar da
diminuigdo do peso seco, os fungos ainda possuiam atividade de
biotransformacgédo por aproximadamente 4 dias. VAN DYK, VAN RENSBURG e
MOLELEKI (1998), trabalhando com varios fungos filamentosos, observaram que
apos 24 horas houve um decréscimo das células viaveis, assim como, um
decréscimo da formagdo dos produtos, quando 0s microrganismos foram

crescidos em meio contendo d-limoneno.
5.5.2 Determinacgao do crescimento bacteriano

O d-limoneno €& toéxico para muitas bactérias, mesmo em baixas
concentracées, sendo que em altas concentracdes a toxicidade ndo especifica aos
microrganismos pode impedir a decomposi¢do e a mineralizagdo do monoterpeno
(PAVLOSTATHIS e MISRA, 1999). Por isso, torna-se importante um estudo sobre
a influéncia da concentragdo do monoterpeno sobre o crescimento dos
microrganismos em estudo (CHATTERJEE e BHATTACHARYYA, 2001). A
toxicidade do d-limoneno as bactérias foi testada na auséncia do monoterpeno e
variando-se sua concentracdo de 1% a 10%, por um periodo de 10 dias. O
crescimento das bactérias foi observado pelo aumento da turbidez do meio de
cultura, sendo maior quanto menos toxico for o d-limoneno para os

microrganismos.

Atraveés da Figura 32, nota-se que a bactéria 0,1D cresceu melhor quando
incubado por um periodo mais longo (10 dias), sendo que o valor de absorbancia
foi praticamente o mesmo no 8° 9° e 10° dias de crescimento. O crescimento do
microrganismo aumentou conforme aumento da concentragdo de d-limoneno até
3%, sendo que a partir desta concentrag@o, o crescimento microbiano comegou a
declinar. Pela Figura, pode-se concluir que este microrganismo cresceu melhor

quando foram utilizadas as concentragtes de 2 e 3% de d-limoneno.
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Figura 32: Crescimento da linhagem 0,1D cultivada durante 10 dias em meio

contendo sais minerais e d-limoneno como fonte de carbono, na concentragao de

0 a 10%. Avaliagao por turbidimetria.

O crescimento da bactéria LP-1 1 (Figura 33) em meio contendo diferentes
concentracdes de d-limoneno foi inferior ao da 0,1D no mesmo meio (Figura 32).
Seu comportamento foi semelhante em todas as concentragdes e dias de
crescimento, sendo que esta cresceu pouco durante o tempo do experimento.
Observou-se também que o melhor crescimento do microrganismo ocorreu na
auséncia de d-limoneno, ou seja, quando o composto ainda nao tinha sido
adicionado ao meio de cultura. O maior crescimento, em meio contendo o
monoterpeno, foi obtido quando a linhagem foi crescida em 2 e 3% do d-limoneno
com 1 dia de cultivo. Os resultados demonstraram que o d-limoneno produziu
maior toxicidade a bactéria LP-1 1, a qual apresentou baixos valores de
Absorbancia (crescimento) em relacao a 0,1D. Mesmo aumentando o tempo de
incubagao nao houve aumento no crescimento desta linhagem. Este fato deve-se
provavelmente ao fato do microrganismo ser incapaz de metabolizar o d-limoneno

ou de se adaptar a presenga do composto.
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Figura 33: Crescimento da linhagem LP-1 1, cultivada durante 10 dias em meio
contendo sais minerais e d-limoneno como fonte de carbono, na concentracao de

0 a 10%. Avaliacao por turbidimetria.

A Figura 34 mostra o crescimento da linhagem LP-1 3, na auséncia € nas
concentragdes de 1 a 10% de d-limoneno. Observa-se que o maior crescimento do
microrganismo ocorreu nas concentracées de 2 e 3% do monoterpeno, sendo que
o crescimento aumentou com o tempo de incubacdo. A partir de 3%, o
crescimento foi pequeno e, praticamente, ndo se alterou durante o periodo, nas

concentragbes estudadas.
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Figura 34: Crescimento da linhagem LP-1 3, cultivada durante 10 dias em meio

contendo sais minerais e d-limoneno como fonte de carbono, na concentragao de

0 a 10%. Avaliagao por turbidimetria.

A linhagem SD-1 3 apresentou o melhor crescimento nas concentragoes 1,
2 e 3% de d-limoneno, que aumentou no decorrer do tempo de cultivo, sendo
maior com 10 dias de incubagao (Figura 35). Nas demais concentragcées o
crescimento foi baixo durante os 10 dias de incubacdo. Observa-se também que o
crescimento do microrganismo aumenta com o periodo de incubagao, sendo que o

crescimento maximo ocorreu com 10 dias em todas concentragées utilizadas.
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Figura 35: Crescimento da linhagem SD-1 3 cultivada durante 10 dias em meio
contendo sais minerais e d-limoneno como fonte de carbono, na concentragao de

0 a 10%. Avaliagao por turbidimetria.

Comparando-se 0 efeito da toxicidade do d-limoneno refletido no
crescimento das 4 bactérias estudadas (0,1D; LP-1 1; LP-1 3 e SD-1 3),
mostrados nas Figuras 32 a 35, observa-se que a linhagem que apresentou maior
crescimento foi a 0,1D, com medida maxima de absorbancia igual a 1,9, seguida
pelas linhagens LP-1 3; SD-1 3 e LP-1 1. Esta ultima apresentou crescimento

muito baixo em todas as concentracdes e dias estudados.

Observando-se as mesmas Figuras, verificou-se que 0s microrganismos
apresentaram crescimento maximo quando foi adicionado ao meio 2 ou 3% de d-
limoneno. Este estudo concorda com o apresentado por MARS, GORISSEN e
VAN DEN BELD (2001), que utilizando a bactéria Pseudomonas, mostraram que o
microrganismo foi capaz de utilizar o d-limoneno como fonte de carbono, quando
crescido em meio de cultura contendo 2,4% do monoterpeno. Entretanto nao
estdo de acordo com o trabalho de SPELMANS, BIJLSMA e EGGINK (1998) que
utilizaram concentragées mais altas de d-limoneno (5%) para crescimento de
Pseudomonas putida, nem com os trabalhos de ACOSTA et al. (1996) e MAZAS e
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RUIZ (1995) que utilizaram concentragdes menores (0,25%) para estudo de
degradacéo por P. aeruginosa.

Observou-se também, através deste experimento, que a medida de
absorbancia aumentou, indicando o crescimento do microrganismo, com o periodo
de incubagdo dos mesmos, com excegdo da linhagem LP-1 1, que apresentou
crescimento semelhante em todo tempo de cultivo. Segundo CHATTERJEE e
BHATACHARYYA (2001), que estudaram a degradagdo do d-limoneno por
Pseudomonas putida, o crescimento do microrganismo € o consumo do
monoterpeno aumenta com o periodo de incubagado, observado pelo aumento da
massa seca. Entretanto, os autores observaram que o consumo do d-limoneno
pelo microrganismo permaneceu 0 mesmo apds 5 dias de cultivo, enquanto o
crescimento das células aumentou até o 7° dia de crescimento. Segundo os
autores, o crescimento do microrganismo e, portanto, 0 aumento da massa seca,
pode ter ocorrido devido ao consumo de outros nutrientes do meio e ndo do

monoterpeno.

A partir dos resultados apresentados anteriormente (medida da atividade
enzimatica, porcentagem de degradagdo por CLAE e avaliagdo da toxicidade do
composto as linhagens selecionadas), tanto da avaliagdo do tempo de
crescimento, quanto do efeito da concentragdo do monoterpeno, concluiu-se que
os melhores resultados foram obtidos quando os microrganismos foram crescidos
por 3 e 5 dias, na concentragdo de 3% de d-limoneno, sob condigéo estacionaria.
Os microrganismos que apresentaram as melhores taxas de crescimento foram
0,1D, LP-1 3 e 898, sendo, portanto, estes escolhidos para a identificagdo e o
estudo em efluente industrial. Apesar da linhagem LP-1 1 ter apresentado altas
porcentagem de degradagdo, a bactéria foi descartada, pois ndo apresentou

crescimento satisfatorio no teste de toxicidade.
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5.6 Identificagdo dos microrganismos isolados do efluente industrial

As duas bactérias selecionadas anteriormente, 0,1D e LP-1 3, sdo bacilos

Gram-negativos e foram identificadas através de microscopia 6ptica e testes

bioquimicos. Na Tabela 9, observam-se os resultados dos testes utilizados para

identificagéo.

Tabela 9: Resultados dos testes de identificagédo bioquimica das linhagens 0,1D e

LP-1:3.

TESTE BIOQUIMICO
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Linhagem LP-1 3
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(¥)

Oxidagéo/ Fermentagdo

Oxidacgéo

Oxidacdo/ Fermentagdo

Producao de gas

()

(#)

Motilidade (+) (+)
MacConkey Colénias brancas Coldnias rosas
brilhantes
EMB Coldnias transparentes Colbnias rosadas e
cremosas
Agar SS Colénias amarelas Colbénias amarelas-
rosadas
Meio PAF Colbnias fluorescentes | Colbnias branco-cremes

ONPG: o-nitrofenil-p-D-galactopiranésideo
EMB: Agar Eosyna Metil blue (Eosina Azul de Metileno)

SS: Agar Salmonella-Shigella
PAF: Pseudomonas Agar F

De acordo com os resultados obtidos nos testes bioquimicos, a linhagem

0,1D pode ser caracterizada como sendo do género Pseudomonas sp. e a
linhagem LP-1 3, Enterobacter sp.. O género Pseudomonas € muito comum em
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solo e outros ambientes naturais (TORTORA, FUNKE e CASE, 2000). Estas

bactérias sdo capazes de sintetizar um grande numero de enzimas diferentes e

provavelmente contribuem significativamente para a decomposicao de substancias
quimicas, tais como, pesticidas, PCBs e petroleo (TANDLICH, BREZNA e
DERCOVA, 2001; TORTORA, FUNKE e CASE, 2000). Varios sdo os trabalhos
que demonstram que este microrganismo pode atuar na transformacdo do d-
limoneno em outros compostos, como acido perilico e a-terpineol, sendo varias as
espécies de Pseudomonas capazes de utilizar o d-limoneno como fonte de
carbono: P. putida, P. aeruginosa, P. gladioli (CHATTERJEE &
BHATTACHARYYA, 2001; MARS, GORISSEN e VAN DEN BELD, 200f1;
SPEELMANS, BIJLSMA e EGGINK, 1998; SAVITHIRZ et al., 1998; ACOSTA et
al.,, 1996). Além disso, outros trabalhos demonstraram a habilidade de certas
Pseudomonas em degradar totalmente o d-limoneno (MISRA e PAVLOSTATHIS,
1997; LEBLOND, APPLEGATE e MENN, 2000).

Ndo foi encontrado nenhum trabalho que demonstre a capacidade de
Enterobacter sp. de degradar monoterpenos, em especial, o d-limoneno.
Entretanto, o trabalho de HEERDEN et al. (2002) mostrou que este microrganismo
pode estar presente no efluente da industria citrica. Além disso, Enterobacter sp.
pertence a familia Enterobacteriaceae e apesar de ndo comprovada sua
capacidade de degradar o d-limoneno, sabe-se que outros membros desta familia
ja foram capazes de metabolizar monoterpenos (DHERE e DHAVLIKAR, 1970).
WRIGHT et al. (1986), trabalhando com Serratia marcescens, uma enterobactéria,
mostraram que este microrganismo foi capaz de oxidar a-pineno para a-terpineol.

A linhagem fungica 898 foi identificada através dos aspectos macroscopicos
das colonias (Figura 36) e pelas caracteristicas microscopicas (Figura 37).

O fungo foi identificado como sendo do género Fusarium sp. e pertence a
colegdo de microrganismos do Laboratério da UNICAMP. Sabe-se que este
microrganismo € um fungo ligninolitico, mas sua capacidade de degradar
monoterpenos ainda ndo havia sido testada. Entretanto, este microrganismo
mostrou-se capaz de degradar varios compostos toxicos ao meio ambiente como
acido tanico, acido lignossulfonico, fenol, HAPs (antraceno, naftaleno, pireno,
benzo[a]pireno) (CLEMENTE, 1997; FALCONI, 1998; CLEMENTE, 2002). Existem
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trabalhos que demonstram que fungos pertencentes a este género sao capazes
de atuar sobre os monoterpenos. Em trabalho com d-limoneno, Fusarium

verticilloides utilizou o monoterpeno produzindo acido perilico (OLIVEIRA e
STRAPASSON, 2000).

Figura 36: Fungo 898, crescido em meio de cultura PDA. Observacéo do aspecto
macroscopico da coldnia.

Figura 37: Foto do fungo 898 - Observagdo dos aspectos microscopicos da
colénia.
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5. 7 Estudo do crescimento microbiano no efluente industrial

Nesta etapa do trabalho, os microrganismos (0,1D; LP-1 3 e 898) foram
cultivados no proprio efluente industrial de onde as linhagens foram isoladas:
Calha, Agua Preta, Saida do Sedimento e Lagoa de Polimento. Uma vez que o
efluente industrial ndo apresenta o d-limoneno, em condigées operacionais
normais, este foi adicionado na concentragdo de 3%. Foi utilizado efluente ndo
esterilizado e previamente esterilizado para saber se os microrganismos presentes
no meio influenciariam as linhagens em estudo. O tempo de incubagdo do
experimento foi de 3 e 5 dias e a utilizagdo do monoterpeno pelos microrganismos
foi determinada pela degradacgao por CLAE (%), atividades enzimaticas, produgao
de biosurfactantes e efeito da toxicidade sobre as linhagens estudadas.

5.7.1 Degradagdo do d-limoneno

Pela Figura 38 observa-se que, de modo geral, os microrganismos
utilizaram maior porcentagem de d-limoneno como fonte de carbono, quando
crescidos em efluente previamente esterilizado por 3 dias. Entretanto, no efluente
coletado no ponto SD e esterilizado nenhum dos microrganismos conseguiu
degradar o monoterpeno. Os melhores resultados foram observados para a
bactéria Pseudomonas sp (0,1D), quando crescida no meio C estéril (75%) e ndo
estéril (70%) e para o fungo Fusarium sp (898) em meio AP estéril (68%). Quando
os microrganismos foram cultivados em efluente coletado na Calha (C) produziram

uma maior porcentagem de degradagéo do @-limoneno.
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Figura 38: Degradacao (%) do d-limoneno pelas linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898,
cultivadas em meio contendo o efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE), na
concentracdo de 3% de d-limoneno por 3 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD =

Saida do Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

Quando os microrganismos foram cultivados em efluente industrial por 5
dias, somente a bacteria Pseudomonas sp (0,1D) degradou grande porcentagem
de d-limoneno (Figura 39). O melhor resultado foi obtido quando a bactéria
cresceu em meio contendo efluente da lagoa de polimento esterilizado (75%). O
fungo Fusarium sp (898) nao foi capaz de degradar o monoterpeno em nenhum
dos meios estudados. Ja Enterobacter sp (LP-1 3) conseguiu degradar o
composto em pequena quantidade (20%) no efluente coletado da agua preta (AP),

sendo que nos demais efluentes esse microrganismo nao foi capaz de degrada-lo.
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Figura 39: Degradacao (%) do d-limoneno pelas linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898
cultivadas em meio contendo o efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE) na
concentragdo de 3% de d-limoneno por 5 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD =
Saida do Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

O trabalho realizado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos E.U.A., que
conduziu estudo de degradagao de monoterpenos em Sistemas Municipais de
Tratamento de Lodo Ativado, mostrou que este processo reduziu 90% do d-
limoneno que entrou na Estacdo de Tratamento de Efluentes, o qual foi
biodegradado para outros compostos (ALVAREZ et al., 1999). Os autores
explicam que as concentragbes utilizadas nestes estudos (10.000pg de d-
limoneno por litro) sao representativas de efluente municipal e em tratamento de
efluente industrial a concentracdo de monoterpeno encontrada pode ser muito
maior. Nao foram encontrados na literatura trabalhos sobre a degradacao do d-
limoneno em efluente industrial, entretanto, observando os dados obtidos da
degradagao do d-limoneno (Figuras 38 e 39), verificou-se que os microrganismos
foram capazes de utilizar o monoterpeno quando presente em altas concentracées

no efluente de industria citrica.

Pode-se concluir também que, de modo geral, os microrganismos, quando
cultivados no efluente industrial previamente esterilizado, foram capazes de
degradar uma maior porcentagem do d-limoneno do que quando cultivados em

efluente nao esteril. Isto ocorreu, provavelmente, porque o0s microrganismos
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presentes no efluente industrial poderiam estar competindo com aqueles
adicionados, por fontes de carbono mais simples, presentes no efluente industrial.
E possivel que a competicdo por nutrientes impediu o crescimento normal dos
microrganismos e, assim, a degradagdo do d-limoneno. Ja no efluente estéril, isto
ndo aconteceu porque a esterilizagao provocou a morte da microbiota endégena e
0s microrganismos, aqui estudados, utilizaram as fontes de carbono disponiveis
no efluente, crescendo melhor e, assim, aumentando a degradagédo do
monoterpeno em meio esterilizado. Ja, o crescimento do microrganismo em um
determinado efluente (C, AP, SD, LP) e ndo em outro, ocorreu devido a diferenca

de nutrientes presentes nestes.
5.7.2 Atividades enzimaticas

Foram determinadas as enzimas intracelulares (Catecol 1,2 dioxigenase;
Catecol 2,3 dioxigenase ; Protocatecol 3,4 dioxigenase e Aldeido desidrogenase)
e as enzimas extracelulares (Lacase; Peroxidase; Lignina Peroxidase e Manganés
Peroxidase), apés crescimento dos microrganismos em efluente industrial estéril e
nao estéril, por 3 e 5 dias. A produgdo de enzima lacase pelos microrganismos
com 3 dias de crescimento estda mostrada na Figura 40. Observa-se que a
producdao da enzima foi semelhante em todos os meios utilizados, tanto estéril,
quanto n&o estéril, sendo o melhor resultado apresentado pelo Fusarium sp (898),

quando crescido em meio SD néo estéril com valor aproximado de 2,0 U/L.
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Figura 40: Atividade da enzima lacase para as linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898
cultivadas em efluente industrial esteril (E) e néo estéril (NE) na concentragéao de
3% de d-limoneno por 3 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

Quando as linhagens foram cultivadas por 5 dias, a producao de lacase
também foi semelhante tanto nos efluentes estéreis como nao estéreis (Figura 41),
assim como, nos diferentes dias de cultivo. A maior produgao de lacase, com 5

dias, foi obtida pela bactéria Pseudomonas 0,1D em meio SD nao estéril (2,0 U/L).

Atividade enzimatica
(U/L)

m01D  HLP13 0898

Figura 41: Atividade da enzima lacase para as linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898
cultivadas em efluente industrial estéril (E) e nao esteéril (NE) na concentragao de

3% de d-limoneno por 5 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa Polimento.
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As Figuras 42 e 43 mostram os resultados da produgao de peroxidase,
quando os microrganismos foram cultivados nos efluentes industriais estéreis e
nao estereis, por 3 e 5 dias, respectivamente. Pode-se observar pelas Figuras que
a produgao de peroxidase foi menor que a de lacase. Com 3 dias de crescimento
(Figura 42), a linhagem Pseudomonas sp (0,1D) apresentou a melhor atividade da
enzima em meio LP (2,3U/L) nao estéril e a menor atividade em meio SD nao
estéril (0,4U/L). As demais linhagens produziram a enzima com valores
semelhantes em todos os efluentes utilizados, sendo que a bactéria Enterobacter
sp (LP-1 3) e o fungo Fusarium sp (898) apresentaram a maior atividade desta
enzima em meio SD, nao estéril (1,4U/L) e estéril (1,4U/L), respectivamente .
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Figura 42: Atividade da enzima peroxidase para as linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898
cultivadas em efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE) na concentragao de
3% de d-limoneno por 3 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

Quando crescidos por 5 dias (Figura 43), a maior produgao de peroxidase
também foi apresentada por Pseudomonas sp (0,1D) no meio LP nao estéril
(2,0U/L), seguida da Enterobacter sp. (LP-1 3), no mesmo meio (1,5U/L). As
menores atividades desta enzima ocorreram quando os microrganismos foram
cultivados em meio AP estéril. Nos demais efluentes utilizados, a enzima foi

produzida pelos microrganismos de maneira semelhante nas condi¢ées de estudo.
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Figura 43: Atividade da enzima peroxidase para as linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898

cultivadas em efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE) na concentragao de
3% de d-limoneno por 5 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

Na Figura 44, observam-se os resultados da producao de LiP e MnP pelo
fungo Fusarium sp. (898), quando cultivado em efluente industrial por 3 e 5 dias. A
maior produgdo de LiP foi observada em meio agua preta esteril (AP) com 5 dias
de crescimento (6,8 U/L). As maiores atividades de MnP foram produzidas pelo
fungo crescido em meio AP (4,9U/L) e LP nao esteril (4,0 U/L) e SD estéril
(4,0U/L) com 3 dias de crescimento. Esta enzima nao foi produzida pelo
microrganismo quando este foi crescido em efluente C. Atividade de LiP néao foi

produzida nos meios LP estérii e SD e LP nao estérii em nenhum dos dias

estudados.
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Figura 44: Atividade de Lignina Peroxidase (LiP) e Manganés Peroxidase (MnP)
para as linhagens 0,1D; LP-1 3 e 898 cultivadas em efluente industrial esteéril (E) e
n&o estéril (NE) contendo 3% de d-limoneno por 3 e 5 dias. C = Calha; AP = Agua
Preta; SD = Saida do Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

Nao foram encontrados trabalhos relacionando a degradagao do d-limoneno
com a produgdao de enzimas ligninoliticas. Entretanto, uma vez que, o sistema
enzimatico envolvido na despolimerizagdo e mineralizagdo da lignina € nao
especifico, estas enzimas podem estar envolvidas na degradagdo de
monoterpenos, assim como, 0S microrganismos que as produzem. Varios
trabalhos demonstram que algumas linhagens de Fusarium foram capazes de
colonizar, modificar e degradar a lignina através da producao de lacase, LiP e
MnP (REGALADO et al., 1999; SPARRAT et al., 2000; KWON e ANDERSON,
2002). Também ja foi demonstrado que Pseudomonas sp. pode atuar na
degradagao da lignina através da produgdo de enzimas ligninoliticas,
principalmente, lacase (UMA, KALAISELVI e SUBRAMANIAN, 1994).

De acordo com a Figura 45, observa-se que a maior producao da enzima
catecol 1,2 dioxigenase foi apresentada por Enterobacter sp. (LP-1 3), quando
cultivada por 3 dias em efluente SD estéril (0,34 U/L). No meio C, tanto estéril
como nao estéril, ambos microrganismos nao conseguiram produzir esta enzima
intracelular. No meio LP estéril e ndo estéril somente Enterobacter sp. (LP-1 3)
produziu a enzima, tanto com 3 dias como com 5 dias de crescimento. Varios

pesquisadores estudando a bactéria Pseudomonas demonstraram que ela foi
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capaz de produzir catecol 1,2 dioxigenase para degradacdo de compostos téxicos
(MURAKAMI et al., 1998; LIPTHAY et al., 1999; LEBLOND, APPLEGATE e
MENN, 2000).
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FIGURA 45: Atividade da enzima catecol 1,2 dioxigenase pelas linhagens 0,1D;
LP-1 3 e 898 cultivadas em efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE)
contendo 3% de d-limoneno por 3 e 5 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD =

Saida do Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

A maior producao da enzima Catecol 2,3 dioxigenase foi obtida pelas
bactérias Pseudomonas sp. (0,1D) e Enterobacter sp. (LP-1 3), apés 3 dias em
meio SD nao estéril e LP, respectivamente (Figura 46). Nos meios C e AP nao

estéril e SD estéril, os microrganismos nao produziram a enzima em nenhum dos

dias estudados.
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Figura 46: Atividade da enzima catecol 2,3 dioxigenase pelas linhagens 0,1D; LP-
1 3 e 898 cultivadas em efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE) contendo
3% de d-limoneno por 3 e 5 dias. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa Polimento.

As enzimas protocatecol 3,4 dioxigenase e aldeido dehidrogenase também
foram determinadas, mas os microrganismos apresentaram baixas atividades,

com valores entre 0,0 e 0,020 U/L.

A produgdo enzimatica, tanto das enzimas extracelulares como
intracelulares, ao contrario da porcentagem de degradacado do d-limoneno, foi
maior em meio sem prévia esterilizagédo. Isto pode ser devido ao fato de que em
meio nao estérii a competicao por nutrientes facilmente disponiveis € maior,
levando os microrganismos a procurarem outras fontes de carbono e produzirem
enzimas capazes de degradarem fontes de carbono menos acessiveis e,
possivelmente, ativando o sistema secundario, o que explica a presenca das
enzimas ligninoliticas. A produgédo das enzimas em picos pode estar relacionada a
necessidade da bactéria em ter acesso a fontes de carbono. Ao entrar em contato
com o composto 0 microrganismo produz as enzimas necessarias para torna-lo
acessivel e a partir do momento em que o composto se torna disponivel, as
linhagens param de produzir as enzimas. A medida que a fonte de carbono torna-

se de dificil acesso, as mesmas voltam a serem produzidas.
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5.7.3 Efeito da toxicidade do d-limoneno aos microrganismos crescidos em
efluente industrial

5.7.3.1 Determinagao do crescimento fungico

Pela Figura 47 observa-se que os maiores valores de massa seca foram
obtidos quando Fusarium sp. (898) foi crescido em efluente industrial, tanto estéril
como nao esteéril por 3 dias exceto no efluente SD estéril. O fungo apresentou
maiores valores de massa seca, em meios LP estéril (100mg/L) e SD e LP nao

estéril com 3 dias de crescimento, com atividade igual a 90mg/L.

120
100
80
60
40
20

Massa seca (mg)

CE .CNE AF'EIAF’NE SDE SDNE LPE LPNE

Efluente Industrial/Condicao

M3898 (3 dias) Wm898 (5 dias)

FIGURA 47: Producao de biomassa pelo fungo Fusarium sp. (898) cultivado por 3
e 5 dias em meio contendo efluente industrial estéril (E) e nao estéril (NE) e 3% de
d-limoneno como fonte de carbono. C = Calha; AP = Agua Preta; SD = Saida do

Sedimento; LP = Lagoa de Polimento.

5.7.3.2 Determinacdo do crescimento bacteriano através da medida de

turbidez do meio de cultura

As Figuras 48 a 51 apresentam os resultados do experimento de toxicidade
para bacterias Pseudomonas sp. (0,1D) e Enterobacter sp. (LP-1 3) crescidas no
efluente industrial nao estéril, através da medida de absorbancia do meio de

cultura, avaliando-se, assim, a crescimento microbiano das mesmas.

A Figura 48 corresponde ao experimento realizado utilizando-se 0 meio
contendo efluente coletado da calha. Pseudomonas sp. (0,1D) cresceu melhor

quando utilizado o d-limoneno, na concentracdo de 7% (Figura 48 A). Neste
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mesmo meio Enterobacter sp. (LP-1 3) (Figura 48 B) cresceu melhor em 8% de

d-limoneno. Ambas apresentaram maior crescimento quanto maior o periodo de

incubagao.

Absorbancia

0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% ™% 8% 9% 10%
d-limoneno (%)

Absorbancia

6% 7% 8% 9%  10%

B —— 4 - =
0% 1% 2% 3% 4% 5%
- d-limoneno (%)
—— 1 dia —8— 2 dias 3 dias —»—4 dias —%—5dias

\;-— 6 dias —+—7 dias —— 8 dias —a— 9 dias —e— 10 dias

FIGURA 48: Toxicidade das linhagens 0,1D (A) e LP-1 3 (B) ao d-limoneno,
quando cultivadas por 10 dias em meio contendo efluente industrial Calha e o

monoterpeno, na concentracao de 0 a 10%.

Nas Figuras 49 A e B, observa-se o crescimento das bactérias
Pseudomonas sp. (0,1D) e Enterobacter sp. (LP-1 3) em meio AP,

respectivamente. Para Pseudomonas sp. (0,1D) o melhor crescimento ocorreu em
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1, 2 e 3% de d-limoneno. A partir de 4%, provavelmente, o monoterpeno tornou-se
toxico ao microrganismo, diminuindo seu crescimento. J& para Enterobacter sp.
(LP-1 3), as melhores concentragdes de d-limoneno foram de 4 a 7% e ele s6 se
tornou toxico ao microrganismo a partir da concentracéo de 8% do monoterpeno.

Absorbancia

0+—rt—A———F——+—+
0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%

d-limoneno

Absorbancia

4 + 1

D_l_ —
0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%

d-limoneno (%)

' —e— 1dia +2dias_ R SLE
|+Sdias ——7dias ——B8dias #-9dias —e—10dias

——4das —s-5dias |

Figura 49: Toxicidade das linhagens 0,1D (A) e LP-1 3 (B) ao d-limoneno, quando
cultivadas por 10 dias em meio contendo efluente industrial Agua Pretae o

monoterpeno, na concentragao de 0 a 10%.

Quando cultivadas em meio SD, observa-se, nas Figuras 50 A e B, pouca

alteracao no crescimento dos microrganismos em todas as concentragoes de d-
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limoneno utilizadas. Pseudomonas sp. (0,1D) praticamente nao cresceu durante
todo periodo do experimento. Para Enterobacter sp. (LP-1 3), observa-se um
pequeno crescimento a partir da concentragao 6% até a 9%, onde o crescimento

do microrganismo comegou a diminuir.

Absorbancia

— e

0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%

d-limoneno (%)

Absorbancia

. T

4 |
0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%
d-limoneno (%)

I—o—‘ldia - —m—2 dias 3dias —w—4dias —w—5 dias
I+6dias ——7dias —=—B8dias -®—9dias —e— 10 dias

Figura 50: Toxicidade das linhagens 0,1D (A) e LP-1 3 (B) ao d-limoneno, quando
cultivadas por 10 dias em meio contendo efluente industrial Saida do Sedimento

(SD) e o monoterpeno, na concentragao de 0 a 10%.

Quando utilizado o meio LP o crescimento dos microrganismos também foi

baixo (Figuras 51 A e B). Para Pseudomonas sp. (0,1D) foi observado o maior
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crescimento em meio contendo 7% de d-limoneno. Ja para Enterobacter sp. (LP-1
3) o maior crescimento ocorreu na concentragao de 3% do monoterpeno. Embora
tenha ocorrido uma variagdo de crescimento com a concentragao utilizada,
observa-se que o0s microrganismos estudados cresceram pouco em todas

concentracdes de d-limoneno, no meio LP.
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Figura 51: Toxicidade das linhagens 0,1D (A) e LP-1 3 (B) ao d-limoneno, quando
cultivadas por 10 dias em meio contendo efluente industrial Lagoa de Polimento e

o monoterpeno como Unica fonte de carbono, na concentragao de 0 a 10%.

Comparando-se os resultados apresentados no teste de toxicidade quando

os microrganismos foram crescidos no meio de sais minerais (Figuras 32 a 35) e
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quando crescidos em efluente industrial (Figuras 48 a 51), observa-se que o
crescimento de todos microrganismos estudados foi melhor quando se utilizou o
meio contendo somente sais minerais e d-limoneno. Este fato deve-se,
provavelmente, porque o efluente industrial pode conter compostos téxicos ao

microrganismo, além do d-limoneno, impedindo seu crescimento.

Ap6s a avaliagdo da toxicidade do monoterpeno aos microrganismos,
também foi determinada a produgéo de biosurfactante, tanto agua-6leo como éleo-
agua, mas O0s microrganismos nao apresentaram resultados satisfatorios,
mostrando que, provavelmente, a produgdo deste composto ndo interfere na
degradagédo do d-limoneno. Uma vez que o papel dos surfactantes é permitir o
crescimento dos microrganismos nos substratos imisciveis, reduzindo a tenséo
superficial e tornando-os mais viaveis a degradacdo e ao metabolismo
(FIECHTER, 1992), é provavel que os microrganismos estudados aqui, utilizaram
outros meio para o transporte do composto para dentro da célula para sua
possivel degradagao. Outra explicagdo € que como o d-limoneno € um composto
lipofilico, ele pode difundir-se livremente através da membrana celular (WERF,
SWARTS e BONT, 1999), ndo sendo necessaria a produgédo de biosurfactantes

pelos microrganismos.

Através dos resultados obtidos, verifica-se que os microrganismos
estudados podem ser utilizados, futuramente, no tratamento de efluente de
industria citrica, pois foram capazes de degradar altas concentragées do

monoterpeno, quando presente no proprio efluente industrial, em poucos dias.

Entretanto, serdo necessarios estudos mais detalhados sobre o
comportamento destes no efluente industrial, quanto a sua capacidade de
crescer e competir como os demais microrganismos presentes no efluente e de

utilizar os nutrientes presentes para seu crescimento e metabolismo.
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Foram isolados 572 microrganismos do efluente da industria citrica;

Do total de microrganismos estudados, sendo 628, 5 foram pré-
selecionados, 0,1D, LP-1 1, LP-1 3, SD-1 3 e 898, pela sua capacidade de
crescer e degradar altas porcentagens de d-limoneno;

Pelo teste de toxicidade, o maior crescimento foi apresentado pela
linhagem 0,1D seguida pelas linhagens LP-1 3, LP-1 1 ¢ SD-1 3;

Quanto a avaliagdo do tempo de crescimento e ao estudo da concentragdo
de d-limoneno no meio, avaliados pela atividade enzimatica, % de
degradacdo do d-limoneno e teste de toxicidade, somente 3

microrganismos, 0,1D, LP-1 3 e 898, foram selecionados;

A concenfracdo em que os microrganismos apresentaram melhor
crescimento, bem como maior porcentagem de degradagédo do d-limoneno
e as melhores atividades enzimaticas foi na concentragéo de 3% de fonte

de carbono;

As maiores porcentagens de degradagdo do d-limoneno e atividades
enzimaticas foram obtidas quando as linhagens foram crescidas por 3 dias.

Os microrganismos apresentaram maiores porcentagens de degradacgéo do
monoterpeno quando crescidos em meio efluente industrial estéril.
Entretanto, as maiores atividades enziméticas foram obtidas em efluente

nao esteril.

Os microrganismos estudados foram capazes de produzir as enzimas
extracelulares, principalmente a lacase e a peroxidase, e as enzimas
intracelulares, principalmente a catecol 1,2 dioxigenase e elas podem estar

atuando na degradac¢do do composto.
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Os microrganismos foram identificados como; Pseudomonas sp., e
Enterobacter sp. e Fusarium sp., sendo as bactérias isoladas do efluente
industrial e o fungo pertencente a colegdo de microrganismos do

laboratorio.

O 3 microrganismos identificados foram capazes de degradar altas
concentrages de d-limoneno, crescendo melhot quando utilizada a

concentragao de 3% do monoterpeno por 3 dias.
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