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RESUMO

Água residuária da indústria cítrica foi utilizada como objeto de
estudo de biodegradação através de um sistema de lodo ativado
por batelada. As análises realizadas por CG/EM mostraram que
os compostos provenientes do óleo de laranja como o limoneno,
foram resistentes a biodegradação. A avaliação microbiológica
realizada no decorrer do período mostrou que o número e tipo
de colônias bacterianas variaram de acordo com o tempo, e pode
ser observada uma sucessão de microrganismos durante a
biodegradação do efluente cítrico. O microrganismo identifica-
do como LAB-9 (Pseudomonas struzieri) e LAB-7 (não identifica-
do) prevaleceram durante todo o processo, sugerindo que estes
são organismos importantes para remoção da matéria orgânica
no processo ou são melhores adaptados ao tipo de água residuária.
O sistema de lodo ativado foi eficiente na redução de DBO e
DQO, alcançando valores de 79 e 78% respectivamente, num
período de 15 h de reação, com uma relação F/M 4:2.

PALAVRAS-CHAVES: Lodos ativados, CG/EM população
microbiana, efluente cítrico.

ABSTRACT

Wastewater from citric industry was used to biodegradation study
through an activated sludge system. The analyses accomplished by
CG/MSD showed that compounds of the orange oil as the limoneno,
was resistant to biodegradation. The microbiological evaluation
developed during the biodegradation period showed that the number
and type of bacteria present in the system varied according to the
time, and a succession of microorganisms can be observed. The
microrganism identified as LAB-9 (Pseudomonas struzieri) and
LAB-7 (not identified) prevailed during whole the process, suggesting
that they were the main responsible for the removal of the organic
matter or the better adapted to the type of wastewater. The system of
activated sludge was efficient in the reduction of DBO and DQO,
reaching values of 79 and 78%, respectively, in a period of 15 h,
with a relationship F/M 4:2.

KEYWORDS: Activated sludge,GC/MSD, microbial population,
citric wastewater.
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INTRODUÇÃO

O sistema de lodo ativado é ampla-
mente utilizado para o tratamento de
despejos domésticos e industriais, em si-
tuações onde são necessários uma elevada
qualidade do efluente final e reduzidos
requisitos de área (Sperling, 1997). Este
sistema de tratamento está baseado na
capacidade microbiana em catabolisar
diferentes compostos orgânicos naturais
e/ou sintéticos, e inorgânicos, utilizando
estes substratos como fontes nutricionais
e energéticas, possibilitando sua utiliza-
ção como solução aos problemas gerados
pelo lançamento de rejeitos ao meio am-
biente. Esta resposta ao metabolismo de
certos microrganismos, sem dúvida, tem
conferido algumas vantagens adicionais
à biotecnologia ambiental, tais como a
exploração de novos nichos ecológicos
(Vazoller, 1997). A análise da literatura
mostra que várias pesquisas têm sido rea-
lizadas com o intuito de se conhecer a
microbiota existente em plantas de trata-
mento de lodos ativados, objetivando a
melhoria dos processos existentes princi-
palmente na biodegradação de compos-
tos de interesse sanitário.

O limoneno, principal constituinte
dos óleos essenciais da laranja (0,92%), é
um líquido oleoso incolor, obtido da des-
tilação do licor cítrico com uma produ-
ção de 38,5 ton/ano safra 2003/2004.
Este produto é obtido da prensagem do
resíduo úmido da laranja (casca, bagaço,
semente) após a extração do suco
(ABECITRUS, 2004; Thomas &
Bessiére, 1989). O limoneno merece uma
atenção especial devido a sua toxicidade
aos microrganismos presentes nos siste-
mas de tratamento como também a al-
guns insetos comumente encontrados em
efluentes da indústria cítrica (Bwoen,
1975; Uribe & Pena, 1990).

Técnicas cromatográficas como
CG/EM têm sido empregadas em traba-
lhos de pesquisa onde existe o interesse
em acompanhar a biodegradação de com-
postos alvos pelos microrganismos pre-
sentes no sistema de lodos ativados. Os
resultados mostram que vários compos-
tos químicos, orgânicos e inorgânicos são
passíveis de serem metabolizados duran-
te o tratamento, porém alguns destes apre-
sentam resistência à degradação, sugerin-
do a aplicação de tratamento posterior ao
tratamento biológico secundário.

Estudos mais detalhados dos mi-
crorganismos envolvidos no processo de
biodegradação da matéria orgânica, atra-
vés de tratamento biológico aeróbio de

resíduos se fazem necessários para um
melhor entendimento do processo de
biodegradação do efluente, durante os
ciclos desse tipo de sistema. Assim, os
objetivos deste trabalho foram: estudar a
biodegradação do óleo cítrico em sistema
de lodo ativado usando-se a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espec-
trometria de massa (cg/em) e identificar a
população microbiana nos reatores du-
rante o período de tratamento.

MATERIAL E MÉTODOS

Água residuária da
indústria cítrica

Água residuária oriunda da indús-
tria cítrica foi utilizada como matéria-pri-
ma para o desenvolvimento do trabalho.
A coleta do efluente industrial foi realiza-
da separadamente das instalações sanitá-
rias, em vertedouro situado logo após o
decantador primário, não sendo realiza-
da a correção de pH e de nutriente nesta
fase.

Características do efluente
cítrico

Os parâmetros físicos, químicos e
biológicos do efluente cítrico foram ana-
lisados seguindo a metodologia propos-
ta pelo “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater”
14 ed, 1976, quanto a: Demanda bio-
química de oxigênio (DBO), método
5-2 e 5-4 (1989); Demanda química de
oxigênio (DQO), método 5-10 (1989);
pH; Temperatura; Série de sólidos, méto-
do 2-71 (1989); Oxigênio dissolvido
(OD); e Nitrogênio método 14 e Fósforo
método 13 seguindo a metodologia pro-
posta por Macedo, (2001).

Descrição e montagem da
unidade piloto

Os dois reatores utilizados neste tra-
balho foram fabricados em acrílico com o
fundo em forma de tronco de pirâmide
invertido, o que auxilia na sedimentação,
e na operação de descarte de lodo e distri-
buição de oxigênio atmosférico. Cada
reator possui capacidade nominal de 12,0 L
sendo 10,0 L de efluente e 2,0 L de lodo
que permanece no fundo do reator para
partida em cada ciclo. Para se fazer a dre-
nagem do efluente tratado os reatores
possuíam um orifício na parte lateral aci-
ma do nível de lodo. A aplicação de ar
atmosférico (2,0 L/min-1) e o descarte de

lodo foi realizada por orifícios  localizados
no fundo do reator.

O efluente industrial a ser tratado
foi bombeado através de bomba peris-
táltica para a parte superior dos reatores
após correção de pH e nutrientes.

Operação dos reatores

A operação dos reatores foi
conduzida segundo Dornellas (1990),
com uma concentração de SSV de
2.500 mg/L em cada ciclo de reação de
14 horas, sendo 2 horas para o período
de enchimento, 10 horas de reação,
30 minutos de sedimentação, 30 minu-
tos de drenagem e 1 hora de repouso. Os
reatores foram operados por 108 dias.

A correção de nutrientes foi realiza-
da segundo Metcalf & Eddy (1991), com
uma relação 100:5:2 (DQO:N:P), utili-
zando uréia e ácido fosfórico como fontes
de nutrientes. O pH foi ajustado para
pH 7,0 após a correção de nutrientes.

Isolamento dos
microrganismos presentes
nos reatores

O isolamento dos microrganismos
presentes nos reatores foi realizado atra-
vés da técnica de plaqueamento por di-
luição em tubos múltiplos, onde 1 mL
da mistura em reação (lodo/efluente) foi
transferido para meio PCA (Plate Count
Agar - Difco), seguido de incubação a
28°C ± 1°C por um período de 24 a 48 h.
A contagem das colônias foi realizada por
observação direta das placas, sem trata-
mento estatístico. As coletas de amostras
foram realizadas após o período de enchi-
mento, a intervalos de 3 horas até o final
do período de reação. O isolamento dos mi-
crorganismos presentes nos reatores foi rea-
lizado após serem determinadas as melho-
res condições para o tratamento do efluente
cítrico totalizando 6 ciclos de reação.

Identificação e
caracterização dos
microrganismos isolados

 A caracterização morfológica das
colônias quanto à forma, tamanho, cor,
textura entre outras foi feita através de
observação visual em microscópio este-
reoscópico modelo Estéreo Zoom
(Cambridge Instruments). Todas as colô-
nias crescidas nas placas foram separadas
por suas características morfológicas, con-
tadas e isoladas para posterior identifica-
ções.  A identificação dos principais mi-
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crorganismos encontrados e isolados
do sistema LAB foi feita junto à Funda-
ção Tropical de Pesquisas e Tecnologia
“André Tosello”, no nível de espécie atra-
vés de métodos bioquímicos.

Pré-tratamento e análise
das amostras por CG/EM
durante o período de
tratamento

O pré-tratamento consistiu em co-
letar amostras de 500 mL e submetê-las à
filtração sob vácuo, com diferentes tipos
de filtros de granulometria variada (fibra
de vidro AP 20, AW06, 045µm e
022µm Millipore) obtendo-se assim um
material limpo e transparente de cor ama-
rela, sem perda de suas características ini-
ciais. Foram coletadas três amostras para
cada período de reação durante quatro
ciclos completos de tratamento.

A metodologia utilizada para a ex-
tração das substâncias do efluente cítrico
foi a de partição, onde 500 mL da amos-
tra do efluente foram separados e o pH
corrigido para valores menores ou iguais
a 2 com ácido sulfúrico concentrado, sob
agitação magnética. Frações de 200 mL
deste material foram adicionados de
70 mL de clorofórmio e agitadas em fu-
nil de separação. Este procedimento foi
repetido por 3 vezes, e as respectivas fra-
ções combinadas. Para a retirada de água
proveniente do processo, o material foi
submetido à secagem com sulfato de
sódio anidro. A amostra foi submetida a
rota-evaporação para retirada do solvente
utilizado na extração, quase até a secura,
em banho à 40oC. O material foi então
ressuspendido em acetato de etila para
um volume de 1,0 mL.

A análise dos compostos químicos
gerados durante o tratamento do efluente
industrial foi realizada em cromatógrafo
gasoso com detetor de ionização de cha-
ma (FID) e detetor seletivo de massa
(MSD), modelo HP-5970, equipados
com colunas cromatográficas capilares (co-
luna AP-1 no caso do FID; e coluna
AP-5 no caso do MSD). As condições
empregadas nas análises nos croma-
tógrafos foram as seguintes: Coluna - AP-1;
AP-5, 30 metros; Injetor - 250oC;
Detetor - 280oC; Condições - início
70oC; rampa 3oC/min; término 300oC;
5min/300oC; Amostra - 1µL. O efluente
líquido industrial também foi monito-
rado para averiguação de suas condições
antes de serem submetidos ao tratamento.

Neste trabalho, os principais com-
ponentes químicos identificados através

de espectrofotometria de massa nas amos-
tras do despejo industrial, e as geradas
durante a biodegradação pelos microrga-
nismos durante o período de tratamento
do efluente foram comparados com os
espectros constantes da biblioteca do pró-
prio equipamento. Uma amostra de
limoneno purificado comercial, cedido
pela indústria cítrica foi utilizada como
indicador de reciprocidade com os espec-
tros da biblioteca do equipamento, sen-
do esta aprovada para realização dos ex-
perimentos com 97,8% pureza.

RESULTADOS E
DISCUSSÃO

Características da água
residuária da indústria
cítrica

As principais características físico-
químicas da água residuária estudada en-
contram-se descritas na Tabela 1. Os re-
sultados da análise cromatográfica das
amostras do efluente cítrico podem ser
observados na Figura 1 e Tabela 2.

Tabela 1 - Valores médios dos parâmetros obtidos na caracterização
do efluente cítrico bruto

(n°) = número de dias amostrados.
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Figura 1 – Cromatograma do efluente industrial bruto por CG/EM. As
letras representam os principais componentes químicos do efluente bruto

industrial relacionado na Tabela 2
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Tabela 2     – Principais componentes químicos do efluente
bruto industrial (CG/EM)
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Adaptação do lodo

A adaptação do lodo (esgoto domés-
tico) ao efluente cítrico foi concluída em
26 dias com uma concentração inicial de
2.500 mg/L SSV para a partida dos rea-
tores. Esta fase inicial de adaptação do
esgoto doméstico frente a um efluente
industrial é uma etapa crucial para o bom
desempenho dos reatores, e seleciona os
microrganismos melhores adaptados às
condições nutricionais do meio. Além
disso, durante esta fase pode ser observa-
do a formação de flocos e acompanhar a
micro fauna mais freqüente quanto ao
número e tipo de protozoários. O tempo
de duração desta fase varia de acordo com
a complexidade do meio efluente. Ou-
tros pesquisadores concluíram esta fase de
adaptação em 14 dias para o mesmo tipo
de efluente (Povinelli et al, 1988; Dornellas,
1996). Na Tabela 3 são apresentados os
resultados dos parâmetros analisados du-
rante o período de adaptação.

Eficiência dos reatores de
lodo ativados durante o
período de tratamento

Os reatores A e B operados segundo
as condições apresentadas no item ope-
ração de reatores apresentaram uma
eficiência na redução de DBO de
79% ± 3,5 e de DQO de 78% ± 1,4. Os
reatores de lodos ativados mostraram uma
grande estabilidade em sua eficiência, pois
os valores apresentados acima não sofre-
ram grandes modificações após 12 dias
de amostragem. A remoção de sólidos foi
de 98% para ambos os reatores. A con-
centração máxima de SSV obtida du-
rante o período do experimento foi de
4.500 mg/L. O pH não apresentou altera-
ção durante todo o período de experimen-
to mantendo-se em pH 7,2 monitorado
através de sonda posicionada no reator.

Contagem, isolamento e
identificação dos
microrganismos

A contagem dos microrganis-
mos presentes no meio de reação
(lodo/efluente), realizada através de
plaqueamento, estão apresentadas na
Figura 2 para os reatores A e B. As colôni-
as presentes foram aquelas capazes de cres-
cer nas condições experimentais e meto-
dológicas escolhidas para a realização des-
te trabalho.

Embora os resultados obtidos sejam
limitados quanto aos tipos de microrga-

Período (d-1) Reator A Reator B

SST SSF
(mg/L)

SSV SST SSF
(mg/L)

SSV

7 356 292 64 356 28 328

11 340 44 296 228 100 128

13 520 50 470 405 85 320

15 370 50 320 1273 700 573

17 673 100 573 640 113 527

24 1958 443 1515 3200 550 2650

26 2580 320 2260 3620 486 3134

Tabela 3 - Concentração de sólidos suspensos no lodo
durante o período de adaptação

nismos presentes nos reatores, foi possí-
vel observar uma variação do número de
colônias (Figura 2) e tipos de bactérias
(Tabela 4) presentes em cada fase do pro-
cesso de tratamento do despejo cítrico.

Através da contagem das colônias
(UFC) realizada durante o período de re-
ação de 15 horas foi possível observar que
o crescimento bacteriano se deu durante
as primeiras 6 horas de reação, seguida de
uma fase estacionária entre 6 e 8 horas.
Após 8 horas de operação foi verificado
que o número de colônias começou a di-
minuir lentamente, indicando a fase de
declínio do lodo. A curva de crescimen-
to/decaimento dos microrganismos duran-
te o período de reação é ilustrada na Figura
2, e segue o esquema proposto por Metcalf
& Eddy (1990) para curva de crescimen-
to bacteriano para este tipo de tratamento.

O isolamento e identificação dos
microrganismos dos reatores durante o
período de reação mostraram a presença

de duas espécies de leveduras e nove espé-
cies de bactérias, às quais foram atribuídos
códigos para identificação (Tabela 4).

A análise dos microrganismos pre-
sente nos reatores durante o período de
operação mostrou que as bactérias
identificadas como Pseudomonas stutzeri
(LAB-9) e LAB-7 (não identificada) es-
tavam presentes durante todo o proces-
so, principalmente nos períodos entre 6 a
9 horas, no qual estas foram predomi-
nantes, indicando atividade relevante na
biodegradação do efluente cítrico.

Os microrganismos identificados
como Serratia marcescens (LAB-1),
Geotrichum klebahnii (LAB-2) e LAB-3
(não identificada) estavam presentes ape-
nas na fase inicial do período de reação
(3 horas). Somente a bactéria LAB-3 per-
maneceu após o período de 6 horas de
reação. As demais bactérias presentes nos
reatores ocorreram em quantidades redu-
zidas durante a fase de reação, o que indi-
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Figura 2 – Resultados do crescimento/decaimento dos
microrganismos durante o período de reação
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ca que a participação destes organismos
no tratamento do efluente cítrico é espe-
cífica para subprodutos gerados durante
o processo de biodegradação ou produ-
tos específicos do próprio efluente indus-
trial. As três espécies de microrganismos
citadas acima são organismos comumente
encontrados em sistemas de tratamento
por lodos ativados.

No caso da linhagem identificada
como Achromobacter xylosoxidans subsp.
Denitrificans trata-se de um organismo
gram negativo, não fermentador, identifi-
cado inicialmente por Rüger and Tan
(1983), e posteriormente reclassificada por
Coenye et al (2003) como Achromobacter
xylosoxidans subsp. Denitrificans comb nov.
Este microrganismo é comumente encon-
trado em solo, água e ambientes hospitala-
res. Kersters & De Ley (1984) relataram
em seus estudos que esta espécie é capaz de
causar uma grande variedade de infecções
oportunistas tanto para o homem como
para organismos aquáticos oligotróficos.
As análises qualitativas do lodo realiza-
das por exames microscópios durante
todo o período experimental mostraram
que este apresentava uma variação na re-
lação entre os tamanhos de filamentos de
103 a 105 (bac/mL) e  flocos variando de
80 a 400 µm de diâmetro. Quanto à re-
lação de microrganismos indicadores de
boas condições de depuração foi possível
observar a presença de uma grande quan-
tidade de protozoários com predominân-
cia de ciliados (pedunculados e livres).
Os resultados obtidos sobre a microfauna
podem se comparados com os resultados
obtidos por Vazoller et al (1986) e
Metcalf & Eddy (1991).

Análise cromatográfica da
água residuária da indústria
cítrica para identificação
dos compostos químicos
presentes

Devido ao grande número de subs-
tâncias químicas presentes no efluente,
foram selecionados apenas os compostos
pertencentes ao óleo cítrico, para acom-
panhamento de sua biodegradação du-
rante o período de tratamento. Os resul-
tados indicam redução dos principais
compostos químicos originais a compos-
tos secundários de menor massa molecular
pelos microrganismos durante o período
de reação, evidenciando a adaptabilida-
de microbiológica na degradação quími-
ca do resíduo.

Segundo Kimball (1991) o óleo cí-
trico é composto basicamente de 90% de
limoneno e 10% de outros terpenos. Shaw
(1977) mencionou que os compostos or-
gânicos voláteis, principalmente o óleo,
são uma barreira natural de controle
microbiológico e também de insetos para
o fruto, sendo a fração δ-limoneno tóxico
para o ser humano, podendo causar
irritação na pele e olhos. Este mesmo au-
tor descreveu que a contaminação do
efluente industrial com altos níveis de
d-limoneno pode causar distúrbios no sis-
tema de tratamento de efluentes, justa-
mente pela toxicidade que representa para
os microrganismos presentes no sistema.

A degradação do limoneno tem início
pela hidroxilação, na posição 1 e 2 do anel
aromático, à α-terpineol (Demyttenaere
et al, 2001; De  Oliveira & Strapasson,
2000; De Oliveira & Durrant, 2001;

Júnior & Pastore,  2001). Através dos
resultados das análises realizadas por
CG/EM foi possível confirmar que o
principal componente do óleo cítrico, o
d-limoneno (G) foi parcialmente
metabolizado originando como produto
metabólico secundário o  a-terpineol (B)
em quantidade superior a encontrada
no efluente bruto. Outras substâncias re-
presentativas como o cis-carveol (C),
β-citronelol (D), trans-geraniol (E)
e β-santalol (F) foram reduzidas após
3 horas de reação.

Compostos com anéis aromáticos
como o fenol (A), tetradecano (H) e áci-
do benzóico (I), não foram reduzidos
(metabolizados) durante o período de tra-
tamento, indicando que os microrganis-
mos presentes nos reatores não possuem
sistema enzimático capaz de biodegradar
estas classes de compostos químicos. Os
resultados das análises podem ser obser-
vados na Tabela 5 e Figuras 3 a 6.

CONCLUSÕES

As análises dos componentes do óleo
cítrico por CG/EM mostraram que uma
parte do limoneno presente no efluente
foi transformada em um terpeno secun-
dário (α-terpineol), indicando a presen-
ça de microrganismos capazes de utilizar
o óleo como fonte de carbono. No entan-
to, não foi observada a completa utiliza-
ção deste composto durante o período de
reação, o que pode levar a um acúmulo
no efluente, causando distúrbios nos rea-
tores devido a sua toxicidade aos micror-
ganismos responsáveis pela biodegrada-
ção do mesmo. O acompanhamento da
microbiota dos sistemas de lodos ativados
durante o período de reação permitiu
identificar diferentes tipos de microrga-
nismos em função do tempo. O isola-
mento e a identificação de espécies pre-
sentes nos reatores indicaram possíveis res-
ponsáveis pela biodegradação do efluente
cítrico estudado. O conhecimento da
microbiota dos reatores de lodos ativados
é de grande  valia, pois podem ser identi-
ficados tipos ou grupos de bactérias res-
ponsáveis pela degradação de compostos
de interesse sanitário. A combinação des-
tas duas metodologias aplicadas as atuais
plantas de tratamento aeróbias, anaeróbias
ou tratamento combinado pode ser de
grande utilidade para o entendimento do
processo metabólico do efluente a ser tra-
tado.

Tabela 4 – Identificação dos microrganismos encontrados nos reatores durante o
processo de tratamento da água residuária da indústria cítrica

NI = Não identificada.
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Tabela 5 – Análise dos principais compostos químicos do óleo cítrico por
CG/EM durante o período de tratamento. As letras (Id) indicam os

compostos químicos apresentados nas Figuras 3 a 6
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Figura 3 – Cromatograma do efluente bruto da indústria cítrica. As letras
indicam os principais compostos químicos listados na Tabela 5

Figura 4 – Cromatograma do efluente bruto da indústria cítrica após 3 horas de
reação. As letras indicam os principais compostos químicos listados na Tabela 5

Figura 5 - Cromatograma do efluente bruto da indústria cítrica após 9 horas de
reação. As letras indicam os principais compostos químicos listados na Tabela 5
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