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RESUMO

As aguas russas, principal residuo da industria de extraccdo do azeite, sdo
caracterizadas por uma elevada carga organica poluente constituindo, por esta razdo, um
dos mais graves problemas ambientais dos paises da bacia mediterrinea. Sdo
particularmente ricas em compostos fendlicos, lipidos e acticares e apresentam teores
minimos de compostos azotados. O seu potencial biolégico e energético € importante,
pelo que se estudou a possibilidade de serem usadas como meio de cultura para
producdo de in6culos lacticos para a industria de preparacdo de azeitona de mesa.
Foram estudadas vdérias fontes de compensac¢do de azoto, bem como vdrios tipos de
meio, liquido ou sistema bifdsico, com vista a maximizacdo da capacidade de
degradacdo de compostos fendlicos por bactérias lacticas (BL). Foram também
estudados alguns dos factores de adaptacdo das BL as condigdes de stress fenodlico.
Concluiu-se que a degradagcdo dos compostos fendlicos e a producdo de acido lactico
depende do tipo e da concentragdo de azoto. Verificou-se que as BL possuem um
mecanismo de adaptacdo ao stress fendlico, baseado em alteracdes dos seus
componentes celulares.
Palavras-chave: dguas russas, ambiente, potencial bioldgico e energético, bactérias
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ABSTRACT

The main residue from olive oil extraction is olive-mill wastewater that is
characterized by a high content of organic pollutants and, by consequence, a top
environmental issue in Mediterranean countries. These wastewaters are particularly rich
in phenolic compounds, lipids and sugars, with low contents of nitrogen compounds.
Considering the biological and energetic potentials of olive-mill wastewaters, the
possibility of their utilization in a culture medium for the production of lactic starters for
table olive industry was studied. Several sources of nitrogen compensation as well as
the type of medium (liquid or biphasic) have been tested, with the aim of maximizing
the degradation of phenolic compounds by lactic acid bacteria (LAB). Some adaptation
factors of LAB to phenolic stress conditions were also studied. It has been concluded
that the degradation of phenolic compounds as well as lactic acid production depend on
the nitrogen source and its concentration. It was also verified that LAB possess an
adaptation mechanism to phenolic stress that is based in alterations of cellular
components.

Actas Portuguesas de Horticultura, n.° 13 (2009) 244



111 Simpésio Nacional de Olivicultura
Castelo Branco, 29 a 31 de Outubro de 2003

Keywords: olive mill wastewater, environmental, biologic and energetic potential,
lactic acid bacteria, biological degradation

INTRODUCAO

A industria de extrac¢do de azeite dd origem a um residuo, denominado dguas
russas (AR), em elevada quantidade. Em Portugal, o volume anual de AR pode atingir
350 mil m® com uma capacidade poluente muito elevada (Rosa e Vieira, 1995). Para o
tratamento deste efluente, t€m sido preconizadas algumas solugdes, entre as quais, a
secagem e o tratamento bioldgico (Hamdi, 1993).

A composi¢do quimica das AR depende do tipo de extrac¢do de azeite e da
cultivar de azeitona, bem como de factores climéticos dos paises produtores. A andlise
da composicdo fendlica de AR portuguesas revelou a existéncia de 4cido
protocatecuico, dcido p-hydroxybenzdico, dcido p-hydroxyfenilacético, dcido vanilico,
acido cafeico, dcido siringico e dcido p-cumadrico (Mello-Sampayo, 1998).

Estudos recentes evidenciaram a capacidade de degradacdo de AR por
Lactobacillus plantarum isolado de salmouras de fermentacdo de azeitona (Rozes e
Peres, 1994).

Neste trabalho, estudou-se a capacidade degradativa de AR por uma estirpe de
Lactobacillus plantarum isolada de salmouras de azeitona, tendo em conta o tipo de
fonte de azoto a suplementar, o tipo de meio (liquido e bifdsico) e considerando os
parametros crescimento celular, producdo de 4cido lactico e alteracdes dos componentes
celulares das bactérias.

MATERIAL E METODOS

A estirpe ensaiada foi Lactobacillus plantarum DSM 10492 e foi usado um
sistema bifédsico (s6lido/liquido), como meio de cultura, cuja composi¢do variou em
funcdo das concentracdes da fonte de azoto (triptona), do agar e da AR. A viabilidade
celular foi avaliada por contagem de colénias em meio de cultura convencional e
expressa em unidades formadoras de coldnias por mililitro (ufc/mL). Os pardmetros
avaliadores do crescimento foram a taxa especifica de crescimento das bactérias (Umax) €
o indice 6ptimo de crescimento (I0) e foram calculados através das equagdes Ln X =
Ln Xy + pt, onde Xy e Xy sdo a viabilidade celular nos tempos t e 0, respectivamente, e
Umax € a taxa maxima de crescimento. A equacio (Umax + Amax + Lactatom,,)/100, avalia
0 10, onde (Anmax) € a populagdo méixima atingida na cultura e (Lactaton,y) a producdo
maxima de 4cido lactico. O Ol varia entre O e 3.

A andlise dos compostos fendlicos foi feita por cromatografia, segundo
adaptacdo da técnica seguida por Belchior et al. (1993). A andlise dos produtos de
fermentacdo, glucose e acidos organicos foi feita por HPLC e as concentracdes dos
compostos foram calculadas relacionando as 4reas dos picos com as de padrdes
externos, para cada composto.

A composicao de dcidos gordos das células foi feita por cromatografia de gés,
recorrendo ao método de Rozes et al. (1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de degradagdo de AR por L. plantarum DSM 10492 verificou-se, ao
longo do tempo de fermentacao/degradacdo, um aclaramento gradual da cor dos meios
utilizados, o que fez supor que alguns compostos fendlicos presentes se teriam
degradado por accdo daquela estirpe. Para confirmacdo, foi efectuada por HPLC a
andlise dos compostos fendlicos presentes. A sua identificacdo foi feita por comparagio
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de espectros de retencdo, sobrecarga de amostras com padrdes e comparacdo de
espectros de absor¢do molecular no UV-visivel, dos componentes separados. Os
compostos identificados foram o 4cido protocatecuico, dcido p-hydroxybenzéico, dcido
p-hydroxypfenilacético, 4cido vanilico, 4cido cafeico, dcido siringico e é&cido
p-cumdrico (resultados nao apresentados), ndo sendo esta composicao muito distinta da
referida na bibliografia (Martinez et al., 1992).

As andlises efectuadas ao longo de uma semana de incubag¢do mostraram a
degradacao sequencial dos compostos fendlicos presentes no meio de AR por accdo de
L. plantarum, deduzindo-se, a partir da andlise dos espectros de HPLC, alteracdes na
composi¢do fendlica. Alguns componentes desapareceram completamente dando lugar a
outros em quantidade reduzida e ndo identificados. Dos trés principais compostos
degradados, apenas um foi possivel identificar como sendo o 4cido
p-hydroxyfenilacético.

Relativamente ao estudo do efeito da variacdo das concentracdes de agar (0,50;
0,93 e 1,33 %) no crescimento (populacdo médxima atingida) (Tabela 1), em meio com
uma concentragdo fixa de triptona (2 %), verificou-se um aumento dos teores de acido
citrico e de acgucares, proporcional a concentracio de agar, e um decréscimo da
producdo de 4cido lactico. Na auséncia de triptona, ndo se verificou crescimento de L.
plantarum.

Ainda na presenga de triptona, o crescimento celular foi proporcional ao
acréscimo dos seus teores. A populacdo maxima foi atingida na concentragdo inicial de
triptona de 4 e 6 % e a velocidade de consumo dos agucares foi proporcional ao
crescimento (resultados ndo apresentados).

Os teores de AR ensaiados foram 0; 12,4; 37,1 € 49,4 % do volume total, ndo
sendo registado crescimento, na auséncia de AR, apesar da viabilidade das células. O
crescimento de L. plantarum foi inversamente proporcional ao acréscimo do teor de AR.
O aumento de difusibilidade de dcido citrico e acgucares verificou-se na maior
concentracdo de AR (49,4 %), embora a producdo de &4cido lactico fosse limitada
(Tabela 2), provavelmente devido a maior concentragdo de compostos fendlicos,
nomeadamente a oleuropeina, que reduziu a capacidade de crescimento e a capacidade
de produgdo de 4cido lactico pela bactéria (Rozes e Peres, 1996).

Em relacdo a alteracdo da composi¢do em acidos gordos das células, na presenca
de AR as células incorporaram os 4cidos oleico e linoleico presentes e sintetizaram
acido dihydrosterculico (C19A cis-9,10) a partir do 4cido oleico. O grau de insaturacdao
da membrana plasmatica aumentou, assim, com o acréscimo dos teores de AR (Tabela
3). Este fendmeno € devido a incorporacdo dos dcidos gordos exdgenos, tais como o
acido oleico e o acido linoleico (Rozes e Peres, 1996).

Os resultados mostraram que o suplemento de triptona € essencial ao
crescimento de b. plantarum em AR, pelo aumento da disponibilidade de azoto no meio,
inicialmente deficitdrio, sendo o crescimento de L. plantarum dependente da
concentracdo de triptona. A AR contém 0,03-0,12 % de azoto total (Rosa e Vieira,
1995) e, consequentemente, a suplementacdo com a triptona contribuiu para compensar
a deficiéncia em azoto. Alguns compostos fendlicos combinam-se com as proteinas da
membrana celular, reduzindo a sua toxicidade (Pierpoint, 1983).
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TABELAS

Tabela 1 — Efeito da concentragdo inicial de agar na difusdo de 4cido citrico e aguicares
no meio e na produgdo de dcido DL-l4ctico por Lactobacillus plantarum DSM 10492 a
28 °C. (Tryptone: 0,34%; AR: 24,7%)

Tempo de Agar Acido citrico Glucose Frutose Acido DL-
incubagio (%) (g.L-1) (g1-1) (glI-)y  -latico (g.1-1)
1,5 0,98 3,38 3,02 1,22
48 horas 2,8 0,92 3,58 2,63 0,98
4,0 0,94 3,72 2,73 0,83
1,5 1,22 2,46 2,76 3,03
96 horas 2,8 1,28 4,20 3,06 1,96
4,0 1,85 5,27 3,56 1,82
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Tabela 2 — Efeito da concentracdo de AR na difusdo de acido citrico e agucares e na
producao de acido lactico por Lactobacillus plantarum DSM 10492 a 28 °C ap6s 4 dias.
Agar: 1,5%; Tryptona: 0,67%

AR Acido citrico Glucose Frutose Ac. DL-lactico Acido acético
(%) (1) (g1 (1) (g1 (mg.1 )
12,4 0,20 0,05 0,08 3,51 2,0

24,7 0,89 0,71 2,18 6,02 210

37,1 1,59 6,92 7,18 4,83 204
49,4 1,92 19,50 16,20 3,30 210

Tabela 3 — Efeito da concentracdo de AR na composicdo em &cidos gordos de L.
plantarum DSM 10492 a 28 °C ap6s 4 dias de crescimento (fase estaciondria). Agar:
0,51%; Tryptona: 0,67%.

- AR (%)

Acidos gordos (%) 12,4 24,7 37,1 49.4
Cl4 0,82 0,81 0,86 0,70
Cl16 33,42 33,04 31,30 23,68
Cl16:1 0,95 1,07 1,12 1,35
C17A cis-9,10 0,36 0,90 0,82 0,54
C18 3,68 3,57 3,36 3,85
C18:1 cis-9 12,97 16,22 22,60 46,72
C18:1 cis-11 11,05 8,90 9,18 6,63
C18:2 2,79 2,96 4,60 7,56
C19Acis-9,10 2,09 2,51 4,98 4,77
C19 Acis-11,12 29,94 28,03 19,17 7,06
ND 0,31 0,32 0,42 0,70

ND néo determinados
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