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RESUMO

As inddstrias citricas geram grandes quantidades de efluentes liquidos. Estes efluentes
sao potencialmente poluidores para descarte em corpos d’dgua e necessitam de tratamento
adequado. A maioria das plantas de tratamento de efluentes citricos utilizam processos
bioldgicos, devido a custos operacionais mais baixos quando comparado aos processos fisico-
quimicos. Porém, estas plantas tém apresentado problemas de eficiéncia de remog¢do da carga
organica e inibicdo da atividade bioldgica, em funcdo das caracteristicas toxicas do efluente
citrico, devido a presenca residual do d-limoneno, um monoterpeno extraido da casca da laranja.
O d-limoneno, quando separado e purificado, tem ampla aplicacdo industrial, na drea cosmética
como fragrincia e na drea alimenticia como agente antimicrobiano e também pode ser
bioconvertido em produtos como 4cidos e alcodis perilicos e carvona que podem ser utilizados na
terapia do cancer.

Os objetivos deste estudo foram selecionar e identificar microrganismos capazes de
degradar o d-limoneno em altas concentraces (até 5%), simulando condi¢des similares aos
efluentes citricos e avaliar o comportamento de consércio destes microrganismos. Também foi
avaliada a qualifica¢do dos produtos obtidos da bioconversido do d-limoneno. Os microrganismos
foram isolados a partir do lodo ativado de uma estacdo de tratamento de esgotos. Uma pré-
selecdo, de 56 linhagens de bactérias foi realizada, durante as 3 etapas de enriquecimento com o
d-limoneno, através da técnica de esgotamento em superficie. Foram selecionadas 10 linhagens,
que apresentaram maior crescimento visual, que foram caracterizados através da morfologia,
coloragdo diferencial (Gram) e andlise filogenética. A biodegradacdo do d-limoneno foi avaliada
pela remocgdo de DQO em meios de cultivos diferentes variando as concentracdes de d-limoneno
(1%, 3% e 5%) sob condicdo agitada e estatica na temperatura de 30°C. A bioconversao dos
produtos foi qualificada por cromatografia gasosa. Foram isoladas bactérias Gram-positivas, do
género Bacillus resistentes a concentracdo de 5% de d-limoneno sem fonte complementar de
carbono. A remocdo de DQO foi de 77% e terpineol, alcodis ciclodecanol e octanediol foram
qualificados como produtos bioconvertidos.

Palavras chave: limoneno, efluentes, industrias citricas.
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ABSTRACT

The citrus’ industries generate large quantities of wastewater. These effluents are
potentially polluting to disposal in water bodies and require treatment. Most sewage treatment
plants citrus use biological process due to lower operating costs compared to physical-chemical
processes. However these plants have presented problems in the efficiency removal of organic
charge and inhibition of the biological activity due to citric toxic characteristics because of the
presence of residual d-limonene, a monoterpene extracted from orange peel. The d-limonene,
when it is separated and purified, has large industrial application, on field cosmetics as fragrances
and foods fields as antimicrobial agent. Besides, the d-limonene can be bioconverted in perillic
acids and perillyl alcohol, a-terpineol and carvone that can be used in cancer therapy.

The achievement of this study was select and isolate microorganism able to degradation
high containing limonene (since 5%), simulating the same condition of wastewater characterizes
of citric plants and evaluated the consortium microorganism behavior. In addition, the products of
biotransformation d-limonene were qualified. Microorganisms were isolated from activated
sludge of sewage treatment plant. A pre-selection, with 56 strains, was undertaken, during the 3
stage of enrichment with d-limonene, using depletion technique to isolate microorganisms. Ten
strains were selected that showed the greater visual growth. They were characterized through of
morphology, Gram and phylogenetic analysis. The d-limonene biodegradation was determinate
by reduction COD in different cultivation media, varying the concentration of d-limonene (5 %, 3
% and 1 %) in agitated and stationary condition at temperature 30°C. The bioconversion of
product obtained was confirmed by gas chromatography. Gram-positive bacteria were isolated of
the Bacillus genus, bacteria resist to 5% of limonene-containing without complementary source
of carbon. The removal of COD was 77% and terpineol, cyclodecanol and octadienol was

evaluated as products bioconverted.

Keywords: limonene, effluent, citric industries

xiil



Xiv



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ... eeenanes 1
1.2, ODBJEIIVO ettt ettt ettt ettt et e sa e et e bt et s et et st e bt e e e eane s 3
1.3.Etapas deSENVOIVIAAS ....ccccuiiiriiiiiieeiie ettt et ettt e st e st e e s bae e st e e sabaeesabee s 4
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......c.oooooiomieeeoeeeeeeeeeeeeeeee oo 6
2.1. Industrias citricas no Brasil € N0 MUNAO ..........coouiiiiiiiiiiiiiieeeee e 6
2.2. Processo de produg@o do Suco de 1aranja .........cocueeerieeeiieiiiiieiniieeeieeeeeeeeeeeee e 7
2.3. Subprodutos do processo de producido do suco de laranja ............ccecveeevivieriiieeniieeniiieenieeene, 9
2.3.3. d-LIMONENO...c.uttiiiiiiieiiieeiteeet ettt ettt ettt e b e et e bt esabe e bt e e bt e saeesbeesane e 10
2.4. Residuos [HQUIAOS CIIICOS ...eeuvreiriiieeriiieeiite ettt ettt ettt ettt e eb e e st e st e e st eseaaee e 12
2.4.1. Origem dos efluentes liquidOS CITIICOS ....cc.ievuiiriiiiiiiiiiiieeieeee e 12
2.4.2. Caracterizacao dos efluentes liquidos CItIICOS......ccviieriieeriieeiiieeiee e 13
2.5. Gestao dos efluentes lHQUIAOS CILIICOS ..oeouviririiieeriieeiiieerieeeiee et e et esieeesbeeesaee e 15
2.5.1. Produg@o mais limpa (P+L) para minimizac¢ao dos residuos citricos........c.cceeeveevvernieenncnne 16
2.5.2. Tratamento dos eflUeNtes CIIICOS ....eeiruviiiriiieeiiie ettt ettt 17
2.5.2.1. Processos de tratamento bioldgico para os efluentes CitriCoS........eevvuveereureenciveenceeenieeens 18
2.5.2.2. Biodegradacdo do d-limoneno por microrganismos is0lados ..........cceeeeuveerciieencreeenneeens 21
2.5.2.3. Impactos inibitdrios de sistemas de tratamentos de efluentes com o d-limoneno............ 27
3. MATERIAIS E METODOS .......ccoovvviumriiierieaseesisssesssssssssessssssssssssessessssssssssssssessssseees 30
BL IMIALETIALS -ttt ettt e h ettt esat e et e e bt et e eb bt et e e eae e e bt e sab e et eenabeeaeenaee 30
Bl REAZENEES ...eeiiiiiiieeeeiiteee ettt ettt e sttt e e ettt e e sttt e e e sttt e e ssabteee s e nbbeeeeesbaaeesannbaeeeennns 30
3.1.2. Microrganismos ULHHZAAOS .......coceeeiiiiiiiniiiiienieeeene e 30



XVi



3.1.3. Meios de cultura € solugdes UtiliZzadas ..........cceevveiiiiiiiiiieiniieeieeeee e 30

3.1.3.1. Reagentes utilizados como fonte de carbono complementar.............ccccceeevvieeeriieeenieeennne. 30
3.1.3.2. Composi¢ao do meio minimo de sais para bactérias..........ccveevveeerieeerieeenieeeieeesveeeeenes 31
3.1.3.3. MEI0 dE CUILIVO ...ttt et ettt e be e s e e 31
3.1.3.4. Coloraga0 de GIaAM......cccuueiiiiiiiiieeeiieeeite ettt ettt et e et e e et e e st eesabteesbaeesabeeenanes 31
3.1.3.5. Reagentes utilizados na determina¢do da demanda quimica de oxigénio (DQO)............ 31
3.1.3.6. Reagentes utilizados na extracdo do DNA ..ottt 31
3.1.3.7. Reagentes utilizados na amplificacdo da regido 16S IDNA ........cccciiiiiiiiiniiiee 32
3.2. MEtOAOS ANALTEICOS . ...eeutieiiiiiieeiteeteeet ettt ettt st et ettt e e e 32
3.2.1. Ensaio de colorago de GIam ..........covuiiiiiiiiiiiieniieeeieeesieeeitee et eeiaeeeiteesiteesaeeesaneeenens 32
3.2.2. Ensaios de demanda quimica de 0xigé€nio (DQO).........cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiceeeeeecee 33
3.2.3. ENSa10S d€ TUIDIACZ .......eeiiiiiiiiiiiiiieeeit ettt et 34
3.2.4. Determinacao dO PH ......ooiiiiiiiiiiciiecee et 35
3.3. MEtOAOS EXPETIMENLAIS . ....eeeurieeiieeeiieeeitieeeiieeeteeesteeesbeeesteeessteeeneseessaeeassseessseeesseessseeensses 35

3.3.1. Isolamento de microrganismos do lodo bioldgico da estacdo de tratamento de esgotos na

presenca de d-IIMONENO .......cc.eiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et 35
3.3.2. Selecdo de microrganismos resistentes a0 d-liMONENO ........ccceeevveeerieeeriieeniieeniieeeieeeee 36
3.3.3. Ensaios de biodegradacao do d-limoneno com microrganismos isolados .............ccccuee..... 37
3.3.6.1. Determinacgdo da curva de crescimento dos MiCrOrganiSmOS. .......ccuveeervreerrureersueeessveeennnes 38
3.3.6.2 Extragdo do DNA gendmico dos microrganismos 1S01ados .........ccceevveeveeniernieenieeneenn 39
3.3.6.3. Ampliac@0 daregido 16S TDINA ..ot 39

3.3.7. Andlise cromatografica gasosa acoplada ao espectrometro de massa para qualificacdo dos

subprodutos bioconvertidos a partir do d-liMONENO ...........ccceieriiiiiriieeiieeiee e 40

Xvii



XViil



4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .........ooooimieiieieeeeeeeesee e 42

4.1. Isolamentos dos microrganismos do lodo bioldgico da estacdo de tratamento de esgotos na

Presenca de d-IIMONENO ........eiiiiiieiiie ettt et e et e e e e ta e e e teeesbaeesssaeessseeesssaeessseeensseens 42
4.2. Isolamento de microrganismos resistentes a0 d-limoneno ..........c.ccceeeerieerieniieenieenieeneenen. 42
4.2.1. Selec@o dos microrganismos resistentes a0 d-limoONeno............cceevvvveeriiieeniieeniieeeniieeenneenn 44

4.3. Ensaios de biodegradaciao do d-limoneno para microrganismos cultivados isoladamente....45
4.3.1. ENSQI08S d€ tUIDIACZ .......eviiieeiiiiie ettt e e e e et e e e enta e e e nnaaaee s 45

4.3.2. Ensaios de DQO .........uiiiiiiiiiiiee e e e e e ettt e e e e e e e e abbbaaaaaaeaeeaannnes 46

4.4. Formulacdo de consércios com os microrganismos isolados para biodegradacdo do d-

JIIMOMEIIO ..ttt st ettt sb e st e bt e e st e bt e st e e be e e bt e nbeesateenaneeas 48
4.4.1. EnSQI08S d€ tUIDIACZ ........viieeeiiiiee ettt e e et e e e e e e e e e ennaaaee s 49
4.4.2. Ensaios de DQO ........ouiiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e et e e e e e e e e atbbaaraaaaeeeaannnes 50
4.5. Identificacdes dOS MICTOTZANISINOS .ccuvveeerurreeririerireeeiieeesireeeireeetreesseeesseeesneeessseessseessssees 51

4.6. Avaliacdes dos produtos bioconvertidos pelos microrganismos cultivados isoladamente e em

COMISOTCIOS «..teattteeuiiee ettt e ettt e ettt e ettt eeabt e e eab et e eab e e e abe e e ate e e st e e e asbeeeasbeeeabbeeeabaeesabbeeeabeeenabeeannbeeennneeenns 52
5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS............cccccceovvnnnae. 57
5.1 CONCIUSDLS ...ttt e s sb bbb e st 57
5.2. Sugestdes para trabalhos fULUTOS .........eiieiiiiiiiieiie e saee e 58
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........coocoovoiiiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseee s 59

Xix



XX



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.0. Diagrama esquematico representando as etapas do trabalho desenvolvido ................. 5
Figura 2.1. Anatomia da laranja representando esquematicamente seus constituintes. ................ 7
Figura 2.2. Estrutura quimica do d-limoneno e do I-limoneno............cceecueeevieeinieeiniiennieeniiens 11

Figura 2.3. Andlise cromatografica do efluente industrial citrico bruto por cromatografia

BSOS cuveeeutteenetee ettt e ettt e eat et e a bt e e a bt e e eht e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e bt e e e b be e e bt e e eabaeeeabeeeeabeeeaa 15

Figura 2.4. Esquema das unidades da etapa bioldgica do sistema de lodos ativados

convencionais. (Von Sperling, 2002).......ccuuiiiieriiieriieeeiieeeiee et eeiee et esiree e sireesaeeesireeeas 19

Figura 2.5. Representacdo esquemadtica do processo combinado de lagoa facultativa.

(Metcalf&Eddy, 2005 adaptada) ........ccceeeruiiiiiiiiiieeieeeeeeetee et 20
Figura 2.6. Principais vias metabdlicas do d-limOneno...........ccccecueeienerienieneniicnicneeienieneeen 22

Figura 2.7. Mapeamento grafico das vias metabdlicas do d-limoneno relacionadas com os

microrganismos correspondentes e os principais produtos bioconvertidos...........cceceeerveereneeennne. 23

Figura 3.1. Esquema de renovacdo do meio e enriquecimento com d-limoneno durante os 21 dias

de incubacdo em condi¢des agitadas (150 rpm) e estatica a temperatura de 30° C. ................. 35

Figura 3.2. Metodologia de isolamento dos microrganismos a partir do lodo ativado incubado

COM A-LIIMONEIIO. ...ceeieeeeteeee ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e et ta e aeesseeeeeaasanaeaeseessseanannenaseeeeeees 36

Figura 4.1. Exemplo de crescimento de diferentes linhagens a partir do ensaio de enriquecimento

COM A-LIMOMNEIIO. ..ot e e e e e e e e e e et e e e e et e e e e et e e e e eeeeeeenaeeeenaeeeenanns 43

Figura 4.3. Cromatograma referente ao branco sem adicdo dos microrganismos............cc...ce...... 53

Figura 4.4. Cromatograma referente a amostra incubada com todas as bactérias em estado

AZIEAAO. ¢ttt et sttt h e ettt e e ae e e n e e eneesneenaneeas 54

XX1



xXxii



N

Figura 4.5. Cromatograma referente a amostra incubada com todas as bactérias em estado

ESEALICO . ettt eeeteteeee et ettt ittt ee e e e et ettt e eaeee e ettt e a e tet et aaa—————————ottttaa——————————tttttar———————otttrrn———_ 54

Figura 4.6. Cromatograma referente a amostra incubada com a bactéria BP9 em estado

ESLALICO . e eeeeeeeeee et e e e ettt eeee e e et et a————————eeeeeetta————————————ettunn—————aeeeeeteaan————aaaaaerenen—————_ 55

Figura 4.7. Cromatograma referente a amostra incubada com a bactéria 3BA 1 marrom em

o] P26 Lo 2T 7216 (o O 55

XX1il



XXiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1. Composicdo quimica do 6leo essencial da laranja (Marostica, 2007). ........ccccceeueeee 11

Tabela 2.2. Caracterizacao dos efluentes liquidos das unidades operacionais de industrias citricas

do Estado de Sao Paulo na Regido do Matao (Guimaraes, 1998). .......cccccoiviiriiiniiniinniiniieniee 13

Tabela 2.3. Caracterizacdo dos efluentes reunidos de todas as operacdes unitdrias geradoras de
efluentes liquidos: dados de plantas de industrias do Estado de Sao Paulo, sendo (1) Cetesb,

1985 apud Guimaraes, 1998 e (4) Ponezi ef al., 2005........ccccueeviiiiiiiieiieeieeceeeeeee e 14

Tabela 4.1. Caracteristicas fisicas e morfoldgicas das bactérias Gram positivas selecionadas

TESISTENTES A0 A-TIIMONEIIO. ... eeeeeeeee et e e e e e e et e e e e et e e e e e e e e e eeraeeeeeaeeeeenans 44

Tabela 4.2. Turbidez média (NTU) dos microrganismos cultivados em condi¢do agitada a 30°C,
ap6s 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais contendo concentracdes gradativas de d-

JEITIOTIEIIO. ¢ ettt ettt e e e e e et et e e ee s e e et e e aaas i aseseeeseaaaaaseseeeteeasaneasseeeeearannnnnas 45

Tabela 4.3. Turbidez média (NTU) dos microrganismos cultivados em condicao estdtica a 30°C,
apos 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas de d-

JEITYOTIEIIO. ¢ ettt ettt eee e e e e e et et e eeesee e e e e aaas e seseseseaaaasaeseeeseeasananneseeeseesannanannss 46

Tabela 4.4. Remocdo de DQO média (%) dos microrganismos cultivados em condi¢ao agitada a
30°C, apo6s 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas de d-

LIIMMOMIEIIO. < et e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e na e e e na e aeeenaaaaeanans 47

Tabela 4.5. Remocao de DQO média (%) dos microrganismos cultivados em condi¢do estdtica a
30°C, ap6s 5 dias de incubag@o em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas de d-

LIIMMOMIEIIO. ¢ et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ne e e e enaaaeeenaaaaaannns 48

Tabela 4.6. Turbidez média (NTU) dos consércios de microrganismos cultivados em condi¢do
sob agitacdo a 30°C, durante 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais contendo

concentracoes gradativas de d-lIMONENO.........ccueiiiiiiiiiiieiiieeiiie ettt aee e sbeeesbee e 49

XXV



XX Vi



Tabela 4.7. Turbidez média (NTU) do consércios de microrganismos cultivados em condicdo
estdtica a 30°C, durante 5 dias de incubag¢do em meio minimo de sais contendo concentragdes

gradativas de d-TIMONENO. .......couiiiuiiiiiiiie ettt et sie e e e s s b e saee e 50

Tabela 4.8. Remocdo média de DQO (%) dos consércios de microrganismos cultivados em
condi¢cdo estdtica (consorcio 2) e sob agitacdo (consércio 1 e 3) a 30°C, durante 5 dias de

incuba¢do em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas de d-limoneno............... 50

XX Vil



XXViil



LISTA DE ABREVIATURAS

ABECITRUS — Associagao Brasileira de Exportadores de Citricos
APHA — American Public Health Association

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente

DQO — Demanda Quimica de Oxigénio

DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio

FAO — Food and Agriculture Organization

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Hidreto
NTK — Nitrogénio Total Kjeldahl

SST — Sélidos Suspensos Totais

XXixX



XXX



1.INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O Brasil € o lider mundial na producdo da laranja e exportador de suco de laranja
concentrado (FAO, 2010). Apesar da grande importancia econdmica no desenvolvimento
rural do pais, esta atividade apresenta a problemdtica de produzir grandes volumes de
residuos, equivalentes a 50% da massa da fruta e 82% de umidade (Rivas et al., 2008).

Os principais residuos gerados nas industrias citricas sdo os efluentes liquidos e
residuos solidos. Os efluentes liquidos sdo derivados da utilizagdo da 4gua na lavagem das
frutas e equipamentos de processo e equivale a 83 L por caixa de fruta processada (Tavares,
1998). Os residuos sélidos sado rejeitos de polpa, sementes, bagaco e cascas (Yamanaka et
al., 2005).

Os residuos sélidos t€m sido reaproveitados como complemento de racdo animal da
polpa da fruta e 6leos essenciais retirados da casca da laranja, que sdo comercializados
como insumos na industria de alimentos, solventes e tintas, cosméticos e perfumes
(Beneditti e Rezzadori, 2009). Por outro lado, o tratamento e a reutilizagdo dos efluentes
liquidos tém apresentado desafios para as empresas tratadoras.

As caracterizacdes dos efluentes citricos apresentam alta concentragdo de matéria
organica e nitrogénio, DQO média de 3989 mg/L e NTK médio de 12 mg/L (Ponezi et al.,
2005), sais e substiancias como o d-limoneno, decorrente do residual do 6leo da casca da
laranja (Mardstica et al., 2009).

Os tratamentos dos efluentes citricos sdao usualmente realizados por sistemas
bioldgicos, devido sua viabilidade econdmica e ambiental, ndo utilizando produtos
quimicos e também apresentando custos energéticos baixos (Metcalf e Eddy, 2005).

Podem-se citar sistemas de tratamentos aplicados em industrias citricas: lagoas aeradas,
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reator de fluxo ascendente, lodos ativados convencionais e membranas de ultrafiltragdao
submersas em biorreatores. Porém, a presenga de substancias como o d-limoneno e seus
subprodutos decorrentes da bioconversdo metabdlica, prejudica a eficiéncia do tratamento,
acarretando queda na qualidade do efluente final que s3o dispostos em corpos d’adgua
(Falconi, 2003).

Em sistemas bioldgicos anaerdbios, a concentracio de 70 mg/L. de d-limoneno
presente no efluente provoca a inibi¢do da atividade metanogénica das bactérias devido a
acdo biocida da substancia. O 6leo d-limoneno € absorvido na biomassa granular causando
a intensa toxicagdo e degranulacdo que pode ser praticamente irreversivel na reativagdo do
lodo (Ruiz et al., 2009). Em lagoas aeradas verifica-se que o limite para o tratamento € de
0,005% de d-limoneno (Falconi, 2003). Em sistemas de lodos ativados convencionais sao
removido 90% da massa de d-limoneno por biodegradacdo e volatilizagdo no processo de
aeracdo, porém é considerando dosagens de aplicacdes de 0,5 a 10 mg/L, conforme
reportado por Alvarez et al., 1999. Porém, dosagens superiores exigem controle refinado,
pois podem diminuir o processo de fosforilacdo oxidativa nas células dos microrganismos
do lodo (Chatterjee e Bhattacharya, 2001). Em biorreatores de membranas de ultrafiltragdo,
o controle na massa bioldgica € similar ao sistema de lodos ativados convencionais, porém
também € verificada a necessidade de grande controle de incrustacdes na superficie da
membrana, devido a caracteristica oleosa do d-limoneno, causando o impedimento da
filtracdo do efluente, com consequente aumento de pressdo e gasto com energia elétrica
(Braddock, 2006).

O d-limoneno, em meio aquatico apresenta elevada toxicidade para peixes,
comprovada pelo bioensaio utilizando Daphnia similis (Filipsson, F., A., Bard, J., e
Karlason, S., 1998). Esta toxicidade é ampliada também a muitas bactérias, por sua
propriedade antimicrobiana (Pattanik et al., 1997; Bakkali et al., 2008). As disposi¢des dos
efluentes citricos nos corpos d’dgua podem causar grandes impactos ambientais. Como
exemplo, pode-se citar que no Estado de Sao Paulo, onde se tem a maior concentragdo da
producdo, na regido de Matdo, foi evidenciado o incremento no consumo de oxigénio
dissolvido durante as safras no Rio Sao Louren¢o (Guimaraes, 1998).

A biodegradacdo e bioconversdo do d-limoneno por microrganismos resistentes,
utilizando como fonte tnica de carbono e energia, tem sido descrita largamente na literatura

(Cadwallader et al, 1989; Chang e Oriel, 1994; Dhavalikar et al, 1966; Vander Werf et al,
2
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1999; Duez et al., 2003). No tratamento de efluentes citricos foi verificado que bactérias
isoladas Pseudomonas sp, Enterobacter sp e o fungo Fusarium sp foram capazes de
degradar o d-limoneno em alta concentracdo (Falconi, 2003). Também foi investigada a
reducdo de matéria organica e de uma ribonuclease em efluente citrico por Penicillium
citrinum (Tavares et al., 1998). Outro estudo demonstrou a biodegradacdo do d-limoneno
com a utilizacdo da Pseudomona struzieri e microrganismo ndo identificado (Ponezi,

2005).

1.1. Colocacao do Problema

Mediante ao uso crescente do d-limoneno como matéria prima por diversas
industrias além das plantas citricas na producdo do suco de laranja e consequente aumento
da concentracdo deste composto nas estacoes de tratamento de efluentes, torna-se
necessdria a investigacdo da sua biodegradacdo e bioconversdo por microrganismos
resistentes a caracteristica toxica do d-limoneno para melhor destinacio ambiental destes
efluentes. Neste trabalho a biodegradagdo e bioconversdo do d-limoneno foi avaliada por
cultivos isolados (puros) e também pelo consércio dos microrganismos em condi¢des

estdtica e agitada.

1.2. Objetivo

Neste trabalho o objetivo foi estudar a bioconversao e biodegradacdo do d-limoneno
por microrganismos obtidos por isolamento de lodo ativado de uma estacio de tratamento
de esgoto.

Estudou-se a resisténcia dos microrganismos isolados com o aumento gradativo da
concentracdo do d-limoneno, no intuito de identificar a concentragdo maxima de controle
nas estacOes de tratamento de efluentes citricos. Comparativamente ao estudo de
degradacao envolvendo culturas puras, foi realizado o consércio dos microrganismos para
avaliar se o rendimento da degradacdo do d-limoneno seria superior aos microrganismos
cultivados isoladamente. Os subprodutos obtidos a partir do d-limoneno foram avaliados

quanto a sua toxicidade e também quanto ao seu valor comercial.
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1.3.Etapas desenvolvidas

Para a realizacdo deste trabalho desenvolveu-se um plano estruturado em cinco

etapas (Figura 1) que sdo listados a seguir com a indica¢do da etapa de trabalho pertinente

apresentada entre parénteses ao final da descri¢do do tépico:

a)

b)

d)

Isolamento de microrganismos por ensaios de cultivo e enriquecimento
utilizando o d-limoneno como fonte de carbono durante 21 dias com aumento
gradativo da concentragdo deste, em temperatura controlada de 30°C e

condig¢des de agitacdo de 150 rpm e condigdo estitica (Etapa 1);

Pré-selecdo de microrganismos resistentes através de protocolo de esgotamento
em placas contendo dgar nutriente como meio de cultura, durante as 3 etapas de
enriquecimento. Sele¢do de microrganismos através de crescimento visual e
tempo de inoculacdo. Selecdo das culturas puras por andlises morfolégicas das
coldnias de coldnias diversificadas e estudo da coloragdo de Gram utilizando a
técnica de repicacdo em tubos com meio NA inclinado repetido até obtengdo de

culturas puras (Etapa 2);

Estudo da degradacdo do d-limoneno através de andlises de DQO, turbidez e pH

apos tratamento com as culturas isoladas e com o consércio (Etapa 3);
Ensaios de identificacdes dos microrganismos selecionados através do protocolo
de andlise filogenética (Etapa 4);

Qualificacdes das substancias bioconvertidas a partir do d-limoneno apds
tratamento com os microrganismos através de ensaios de cromatografia gasosa e

espectrometria de massa (Etapa 5).
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Etapa 1

Isolamento

A 4

Etapa 2

Selecdes

l

Etapa 3

Ensaios de biodegradacdo

A 4

Etapa 4

Identifica¢bes dos
microrganismos

A 4

Etapa 5

Qualificacdes das
substancias bioconvertidas

Figura 1. Diagrama esquematico representando as etapas do trabalho desenvolvido.
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2.1. Indaustrias citricas no Brasil e no mundo

O Brasil € o primeiro produtor mundial de citros e o maior exportador de suco
concentrado congelado de laranja, representando 53% da produ¢do mundial, seguido dos
Estados Unidos, potencial concorrente no mercado internacional de ‘“commodity”.
(ABECITRUS , 2010). Conforme dados da FAO, 2010, nos anos 60 a produ¢do brasileira
alcancava o valor de 1,76 milhdes de toneladas de laranja e no final da década de 80
alcancou 17,77 milhdes de toneladas. Uma década depois ja apresentava o valor de
producdo de 22,89 milhdes de toneladas, o que era correlacionada as fortes geadas na
regido norte dos Estados Unidos e avancgos tecnoldgicos, tanto em técnicas de plantio
quanto defensivos sanitédrios e logistica.

Mesmo na década de 90 apresentando fatores externos desfavoraveis ao
crescimento, excessiva oferta de laranja e suco, diminui¢do das importagdes americanas e
barreiras tarifdrias, o Brasil conseguiu preservar e aumentar a posi¢do conquistada no
mercado internacional devido a estratégias de novos mercados. Atualmente o suco de
laranja tem expressivo valor na economia brasileira: em 2009 ultrapassou o valor de 18,58
milhdes de toneladas (IBGE, 2008), sendo que na balanca comercial gera divisas que
ultrapassam de US$ 1 bilhdao por ano. A producdo brasileira responde a 60% do mercado
mundial do suco de laranja e 70% do volume de exportacdo € direcionado ao mercado
europeu (IBGE, 2008)

O mercado mundial da laranja, apos o programa “Brazilian Fruit”, apresentou como
novos mercados os paises do norte europeu, paises drabes e a Russia, além dos paises da

América Latina. O mercado tem apresentado grandes tendéncias de crescimento e as



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

estratégias de mercado que vem se firmando no ambito nacional e internacional sdo sucos
prontos para beber e de frutos citricos tipicos de mesa.

A producdo de laranja tem notdria concentracdo na regido sudeste: ela estd

presente em 322 municipios paulistas € 11 municipios mineiros. O Estado de Sdo Paulo

€ responsdvel pela producdo de 70% da producdo de laranja e 98% do suco de laranja do

Brasil. Esta atividade econdmica emprega cerca de 400 mil pessoas (MDIC, 2010).

2.2.  Processo de producao do suco de laranja

A producdo do suco de laranja utiliza cerca de 60% da fruta, obtidas das
vesiculas de suco, que pode ser observado na Figura 2.1. Além do suco de laranja,
durante a producdo sdo gerados subprodutos: farelo da polpa citrica (49,24%), células
congeladas (2,67%), O6leos essenciais (1,79%), d-limoneno (0,92%) e liquidos
aromaticos (0,57%), (Abecitrus, 2008).

Flavedo Albedo

Casca —— > S0 Seguimento ou

carpelo

Membrana

Vesicula Nucleo Semente

de suco

Figura 2.1. Anatomia da laranja representando esquematicamente seus constituintes.

As etapas de producdo do suco de laranja podem ser divididas em: recebimento e
pré-selecdo de frutos, lavagem de frutos, classificacdo de frutos, extragdo de suco, ajuste do
teor de polpa, pasteurizacio e concentragdo do suco, blendagem, resfriamento e

armazenamento (Yamanaka, 2005).
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O recebimento dos frutos € feito a partir das carretas a granel e encaminhadas até o
patio, que descarregam as laranjas em esteiras de roletes. A partir dai seguem por
elevadores para outro conjunto de esteiras que transportam até o depdsito. Nas pré- selecdes
sdo realizadas as andlises de teor de acucar (° Brix), indice de acidez total e relacao acidez/
°Brix; as laranjas que apresentem ferimentos nas cascas (cortes e picadas de insetos), sujos,
dimensdes inadequadas e nao suficientemente maduras sdo descartadas.

O armazenamento € feito em bins, que sdo silos de estocagem onde as laranjas sdo
armazenadas de acordo com as caracteristicas definidas pela anélise do recebimento.

Na lavagem dos frutos, as laranjas sdo encaminhadas dos silos por esteiras para a
mesa de lavagem, compostas por esguichos de dgua (com ou sem auxilio de detergentes) na
parte superior e escovas na parte inferior. As laranjas poderdo ser misturadas de acordo
com a especificacdo do cliente referente ao teor de agucar.

E realizada novamente a selecio das frutas estragadas por pragas, cortadas ou
amassadas, por operadores, sendo estas enviadas a fdbrica de racdo. Posteriormente, as
frutas selecionadas sdo encaminhadas para classificadores por tamanho e encaminhado para
extracao.

A extracdo do suco de laranja € realizada por extratores em que a laranja é colocada
automaticamente no copo inferior, o copo superior desce comprimindo a fruta localizada na
extremidade do tubo coador, que abre um orificio na fruta através do qual o suco escoa sem
entrar em contato com a casca. Com a compressio do material retido dentro do tubo
coador, a extracdo € completada com a casca expelida. O suco sai por meio de tubulacdes
na parte inferior do equipamento sendo enviado para tanques de armazenamento.

O ajuste do teor da polpa € realizado por “finishers” ou “turbo-filtros”. Este
equipamento é formado por cilindros de ago inox em cujo interior armagdes com telas de
tecidos sintético funcionam como filtros. O ajuste é feito em etapas de acordo com a
especificagdo, o que em geral apresenta valor de 4% de teor da polpa, sendo posteriormente
encaminhado para centrifuga para acerto da cor.

Posteriormente € realizada a pasteurizacdo e concentracdo do suco da laranja, em
que o suco é encaminhado para evaporadores a vicuo de multiplos efeito, chamado
TASTE, sendo o viacuo gerado por colunas barométricas com ciclo fechado de circulagao
da dgua empregada. Antes do primeiro estdgio o suco € pasteurizado, com objetivo de

inativacdo de microrganismos responsaveis pela degradacdo do suco e a pectinesteras e
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enzima que age na formacdo de acidos pectinicos que arrastam o material colorido que
confere a turbidez do suco, e também ¢ iniciado o processo de concentra¢do. O suco com
solidos soludveis totais de 10 a 11° Brix inicial tem como produto final 65° Brix, padriao de
qualidade do FCOJ (“Frozen Concentrated Orange Juice”).

No processo de concentracdo € comum a obtencdo de sucos concentrados com
teores de sdlidos soltveis varidveis, o que se torna comum a mistura (blends) de sucos de
diferentes caracteristicas para uniformizar o que ja foi produzido.

Posteriormente, o suco chega aos resfriadores flash penetrando por meio de bicos
injetores numa atmosfera de baixa pressdao absoluta. O liquido evapora instantaneamente
diminuindo a temperatura para 18° C. Em seguida, trocadores de calor que utilizam glicol
ou solucdo alcoodlica como fluido de resfriamento, abaixa a temperatura do suco a -7°C. O
suco resfriado é encaminhado aos tanques de armazenamento e o sistema de estocagem a

granel € chamado de tank-farms, onde € armazenado até o seu transporte por caminhdes.

2.3. Subprodutos do processo de producio do suco de laranja

2.3.1. Farelo de polpa citrica

A fabricacdo do farelo de polpa citrica € realizada na fabrica de racdo que utiliza as
cascas de laranja, sementes, polpas e demais residuos, que representam 50% do peso da fruta e
€ composto de 16,9% de agucares soluveis, 9,21% de celulose, 10,5% de hemicelulose e 42,5%
de pectina (que representa o componente mais importante). Este residuo apresenta 82% de
umidade, para o aproveitamento de grande parte deste residuo, que tem alto valor agregado, é
realizada a hidrélise quimica ou enzimdtica seguido da conversdo bioldgica (Rivas et al., 2008),
o processo fermentativo dos acucares remanescentes no bagaco, origina o dlcool que € destilado
e armazenado para comercializa¢ao.

O farelo ¢ utilizado como alimento para bovinos e também como base para a fabricacio
de pectina (agente utilizado na industria alimenticia como emulsificante, espessante e
gelificante). Em 1999 a produgdo atingiu o valor de 1,4 milhdes de toneladas por ano e em

2004 um milhao de toneladas por ano (ABECITRUS, 2008).
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2.3.2. Oleos essenciais

A obtencdo do 6leo essencial € realizada quando a laranja estd sendo processada nos
copos extratores. Os 6leos essenciais sao utilizados para dar sabor para bebidas, sorvetes e
outros alimentos e na fabricacdo de medicamentos e cosméticos, como sabonetes e
perfumes. Outra aplicacdo estd na fabricac¢do de produtos de limpeza.

O Brasil destaca-se na produ¢ao mundial de 6leos essenciais, durante o periodo de
2004 a 2007, representou 2% do total importado pelos EUA, que é o maior consumidor
mundial (40%) seguido da Unido Européia (30%) e o Japao (7%) segundo COMPRADE —
“United Nations Commodity Trade Statistics Database”. O mercado mundial gira em torno
de 15 milhdes/ano, com crescimento aproximado de 11% ao ano. Apesar do destaque o
Brasil sofre problemas cronicos como falta de manuten¢do do padrdo de qualidade dos
Oleos, representatividade nacional e baixos investimentos governamentais no setor (Bizzo

et.al., 2009).

2.3.3. d-Limoneno

O d-limoneno € um subproduto do dleo essencial, obtido da remocao de compostos
oxidantes, a partir do licor de prensagem extraido durante a fabricacdo de farelo de polpa
citrica, quando ocorre a moagem dos residuos com cal, para acerto do pH e liberacdo de
agua. Este licor posteriormente passa por uma bateria de peneiras para a remocao de sélidos
e posteriormente € enviado para o evaporador. Na etapa de concentracdo do evaporador, o
d-limoneno € extraido no 2° estdgio do evaporador de multiplo efeito. O condensado
recuperado € composto por dgua e quando deixado em repouso, ocorre a separacao por
decantacdo do d-limoneno. A producio brasileira anual do d-limoneno é aproximadamente
50 mil toneladas através de residuos das cascas de laranjas derivadas das industrias citricas
(Maréstica e Pastore, 2007). O d-limoneno, € constituido pelo anel ciclohexano e grupos de
etilenos, apresenta estrutura quimica contendo um carbono seletor que estd ligado as
unidades de isopreno do inicio ao fim da cadeia, formando um monoterpeno ciclico,
considerado como grupo insaturado alifatico de origem biogénica (Misra,1996). Por possuir
um centro quiral, apresenta isomeria Gtica, portanto, hd dois enantidmeros o levdgeno (I-

limoneno) e o destrégeno (d-limoneno), conforme Figura 2.2.
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CH; CH;
\\ \\
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d-limoneno I-limoneno

Figura 2.2. Estrutura quimica do d-limoneno e do I-limoneno.

Sua denominacdo segundo IUPAC ¢ 1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno, e os
prefixos corretos sdo R-limoneno e S-limoneno, porém se emprega com mais frequéncia os
prefixos D e L ou alfa e beta. Considerado monoterpeno ciclico, que sdo metabdlitos
secundérios de plantas, € produzido para defesa de ataques de insetos, fungos e bactérias
(Seigler, 1998). Faz parte da estrutura de mais de 300 diferentes plantas (Burdock, 1995),
em concentracdes de 90 - 95% de limoeiros, laranjeiras e mandarin e 1% de palmorosa
(Tan, 1998). Na Tabela 2.1 € possivel observar que o d-limoneno apresenta mais que 90%

do 6leo presente na laranja (Marostica et al., 2009 e Bauer et. al., 2001).

Tabela 2.1. Composi¢do quimica do 6leo essencial da laranja (Marostica, 2007).

Componente Y0

o pinene 0,53
Myrcene 1,21
Terpinene 0,20
Limonene 94,29
dihydromircene 0,55
desconhecido 0,26
Tran-p- 2,8 menthadien-1-ol 0,10
Carveol 0,72
Carvone 1,12
Oxido de Limoneno 0,15
Z-citral 0,17
desconhecido 0,10

11
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Ele € resistente a hidrolise e, apesar da auséncia de grupos funcionais para hidrélise,
apresenta boa estabilidade em dgua quando em presenca de surfactantes. (Li e Chiang,
2012). A reatividade do d-limoneno se da com radicais livres como nitrato, cloreto e

amonio na presenga de luz (Corchnoy e Atkinson, 1990).

2.4. Residuos liquidos citricos
2.4.1. Origem dos efluentes liquidos citricos

Os efluentes liquidos sdo um dos principais poluentes das industrias citricas seguido
dos residuos soélidos, além das emissdes atmosféricas: materiais particulados e gases de
queima de combustivel e emissdes odoriferas (Yamanaka, 2005). Os residuos s6lidos como
as cascas, sementes, polpa ou bagacos, conforme descritos anteriormente sao aproveitados e
comercializados como farelo. Os efluentes liquidos sdao derivados de dguas de lavagem da
fruta, derramamento nos processos de centrifugacdo do 6leo essencial, condensados da
evaporacdo do suco (reutilizados), derramamento do licor da prensagem do bagaco,
condensados do evaporador de racdo, purga dos circuitos fechados das dguas de
refrigeracdo das colunas barométricas e lavagem de pisos e equipamentos (Guimaraes,
1998 e Yamanaka, 2005).

Na lavagem da fruta, na primeira etapa € retirado o material grosseiro (terra,
pesticidas, etc) e a d4gua é encaminhada para tratamento. Na segunda etapa € utilizada dgua
tratada e clorada, sendo reciclada para primeira etapa. As caracterizacdes deste efluente
contem alto teor de s6lidos suspensos, areia e terra e baixos teores de DBO, a temperatura
varia entre 35°C e 40°C, devido a reutilizagcdo da dgua condensada do evaporador de suco e
o pH varia entre 2 e 7 (Tavares et al., 1998).

No processo unitdrio da extracdo e concentracdo de suco, as dguas de lavagem,
também cloradas, sdo utilizadas na lavagem dos equipamentos obrigatoriamente com
solucdo de soda ou hidréxido de potédssio, onde é gerado grande volume enviado ao
tratamento. No processo de extragdo de Oleo, a recuperacdo através de centrifugas e suas
descargas (contendo ainda dleo e agucar), sdo encaminhadas a fabrica de rag¢do, sendo que
as dguas de lavagens destes equipamentos apresentam pequenos volumes, porém altos
valores de DBO também sdo encaminhados para o tratamento. Os efluentes provenientes da

separacdo e concentracdo do suco, separacdo de 6leo essencial e operacdes de lavagens de
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pisos e equipamentos, sdo denominados “dguas amarelas”. As “dguas amarelas” apresentam
em sua composicdo proteina, 6leos essenciais, pectina, acicares, dcidos organicos e sais, 0
que lhe confere alta carga orgénica, com alto potencial poluidor (Tavares, 1998).

“As aguas pretas”, derivadas da fabrica de racdo, que sdo as dguas condensadas do
evaporador do melago, utilizadas na lavagem dos gases de combustdo do secador.
Apresentam valores elevados de DBO e temperatura e pH 4cido (2,1 a 2.7), podendo conter
enxofre na forma de sulfatos ou sulfitos. O derrame acidental do licor da prensagem do
bagaco pode caracterizar alta toxicidade no efluente, caracterizando-o como bacteriostatica.

Por ultimo tem-se o efluente das colunas barométricas dos evaporadores, da fabrica

de suco e racdo, que apresenta alto volume e baixa concentra¢do de matéria organica.

2.4.2. Caracterizacao dos efluentes liquidos citricos

A geragao dos efluentes citricos é dependente da sazonalidade, as industrias citricas
no inicio e final da safra funcionam com aproximadamente 50% da sua capacidade. As
caracteristicas dos efluentes também sdo varidveis. Durante a producdo do suco de laranja,
as unidades operacionais geram efluentes com diferentes concentracdes, demonstradas na
Tabela 2.2, referente a amostragem de uma estacdo de tratamento citrico da regido de

Matao.

Tabela 2.2. Caracteriza¢do dos efluentes liquidos das unidades operacionais de industrias

citricas do Estado de S@o Paulo na Regido do Matdo (Guimaraes, 1998).

Areas de Processamento

Parametros lavagem da extragao fabrica de colunas

laranja racao barométricas
DBO (mg/L) 295 1380 2190 654
DQO (mg/L) 758 2170 4020 852
NTK (mg/L) 49 36,4 36,4 32,8
Fosforo  total 0,79 2,02 1,9 1,0
(mg/L)
Oleos e n.d 55 65 n.d
Graxas (mg/L)
pH 3,6-7,0 4-11,3 2,1-27 6,3-74

13
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Quanto aos efluentes reunidos de todas as etapas do processo de producao de suco
de laranja, demonstrado na Tabela 2.3, é observado que apresenta alta carga organica, ou
seja, alta concentracdo de DQO, em média 4000 mg/L. e DBO em média 2300 mg/L.
Também pode ser observada a alta biodegradabilidade, pois a DBO apresenta em média a

fracdo de 0,55 da DQO total.

Tabela 2.3. Caracterizac¢do dos efluentes reunidos de todas as operagdes unitdrias geradoras
de efluentes liquidos: dados de plantas de industrias do Estado de Sao Paulo, sendo (1)

Cetesb, 1985 apud Guimaraes, 1998 e (2) Ponezi et al., 2005.

Parametros Referéncias

1) (2)
DBO (mg/L) 2279 1276+263
DQO (mg/L) 3904 3989+326
Sélidos suspensos (mg/L) 454 317+187
Nitrogénio total (mg/L) 31,02 12-8
Fésforo total (mg/L) 2,81 2,840,8
Oleos e graxas (mg/L) 44 -
pH (variagdes) 29all3 4,25 a 8,5
Vazao (L/s) 64,8 -

Geralmente, os efluentes brutos sdo dcidos devido a presenca do 4cido citrico.
Porém durante as lavagens dos equipamentos este pH torna-se alcalino. Quando
misturados, a temperatura varia de 30° C e 35°C, podendo chegar a 40°C com a recepcao
das aguas pretas, com temperatura na saida do equipamento em torno de 75° C ou ainda
devido a adicdo das purgas de caldeiras. A caracterizacdo qualitativa dos compostos
organicos (representados por DQO) pode dar subsidios para identificar a¢des inibitdrias
durante o tratamento empregado do efluente.

Outros parametros importantes na caracterizacdo do efluente industrial bruto que
serdo submetidos ao tratamento sdo os compostos organicos, que poderdo apresentar

inibi¢do e toxicidade ao sistema de tratamento.
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Dentre os parametros mais importantes, o d-limoneno é de fundamental relevancia
quanto as suas caracteristicas, devido a sua toxicidade. Na Figura 2.3 € possivel verificar as
substancias presentes no efluente citrico bruto, em que apresenta o d-limoneno em sua

composi¢ao.
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Figura 2.3. Andlise cromatogrifica do efluente industrial citrico bruto por cromatografia
gasosa. No gréfico: A representa a substancia fenol, no tempo de detengdo de 7,35 min; B
representa o-terpineol no tempo de 16,10 min; C o d-limoneno no tempo de 22 min; D
tetradecano no tempo de 26,1 min; E dcido benzdico no tempo de 42,90 min e F ftalato no

tempo de 49,50 min (Ponezi, et al., 2005).
2.5. Gestao dos efluentes liquidos citricos

Os efluentes liquidos derivados de todas as operagdes unitdrias da planta industrial
citrica apresentam potencial impacto ambiental de contaminacao dos corpos d’agua quando
dispostos sem tratamento, de acordo com o enquadramento legal do Decreto 8468/76,
artigos 7,8,9,10 ao 19F e CONAMA 357/05.

A gestao dos residuos liquidos citricos deve ser realizada com a minimizagdo destes,
de acordo com os conceitos da produgao mais limpa, receber tratamento na propria empresa
ou também tem a op¢do de negociar seu tratamento na estacdo de tratamento de esgoto
(ETE) do municipio. Para a selecdo da melhor opcao € necessério realizar o levantamento
do custo beneficio da implantacio de uma planta de tratamento de esgotos na industria,

através do estudo de tecnologias existentes no mercado, ou através de testes piloto.
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2.5.1. Producao mais limpa (P+L) para minimizacao dos residuos citricos

A producdo mais limpa, em seu primeiro principio objetiva a revisdo do
processamento para minimizar a geracdo de residuos e utilizacdo de recursos naturais. No
processo produtivo citrico, a incorporacdo da producio mais limpa, permitiu a minimizag¢ao
dos volumes de efluentes através de reuso de dgua, reducdo de consumo de produtos
quimicos, uso racional de energia, reducdo de residuos além da implantacio de novas
tecnologias: osmose reversa na pré-concentra¢do, automacao, utilizagdo de enzimas para
aumento de rendimento, destilacdo a vicuo (Yamanaka et al., 2005). Atualmente no Brasil,
o governo do Estado de Sdo Paulo apresenta como apoio para estas inddstrias um
orientativo para implantacao da produ¢do mais limpa.

A economia de 4dgua, que é um dos maiores geradores de residuos 83,3L/caixa
processada (Tavares et al., 1998), € possivel devido ao aproveitamento de condensados do
processo de producdo de suco e do farelo da polpa. As industrias de grande porte
apresentam menor carga de poluentes (DQO, DBO, SST, nitrogénio total, fésforo e dleos e
graxas) do que as industrias de pequeno porte, reflexo das acdes mitigadoras no processo
produtivo que foram implementadas nestas industrias.

O uso do condensado do T.A.S.T.E, por exemplo, chega a fornecer metade da dgua
consumida no processo produtivo, sendo que as outras fragdes vem do W.H.E e da
captacdo. A 4gua utilizada para lavagem das frutas, também pode ser economizada,
utilizando o condensado, devendo passar anteriormente por desinfeccdo e que atenda os
padrdes de potabilidade. Estudos demonstram que a utilizacdo desta 4gua com desinfetante
diminui a quantidade de microrganismo na casca, reduzindo a carga microbiana.

Outro reuso possivel € a reposicdo da dgua de caldeira com o condensado, que
também reduz o consumo de energia para gerar vapor, ja que a temperatura inicial é mais
alta que a ambiente. A producdo de pulp-wash também pode utilizar o condensado na
lavagem das polpas, atentando ao teor de so6dio e também desinfeccdo. Além da utilizacdo
no processo do Oleo essencial, quando a dgua é utilizada para remover o 6leo da casca.
Tanto o preparo das solugdes de limpeza como NaOH ou KOH, como a do 4cido muridtico
também pode-se reutilizar o condensado. Finalizando é possivel o reaproveitamento do
condensado para limpeza de pisos e equipamentos. Os residuos que nao podem ser evitados

deverdo seguir a politica de disposi¢do seja sélida ou liquida.
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2.5.2. Tratamento dos efluentes citricos

O tratamento dos efluentes citricos pode ser realizado com um pré-tratamento fisico
quimico e posterior encaminhamento para ETE do municipio, para o tratamento em
conjunto com o esgoto doméstico. Porém, as caracteristicas do efluente ndo poderdao
impactar o sistema de coleta e tratamento existente, devendo cumprir a legislacdo vigente
ou conforme negociacdo dos pardmetros com a ETE.

Normalmente a avaliacdo quantitativa do tratamento na ETE do municipio é
baseada na carga organica (DQO — demanda quimica de oxigénio ou DBO — demanda
bioquimica de oxigénio), na carga de s6lidos e no custo do transporte.

Para o encaminhamento do efluente industrial pela rede coletora deverd cumprir a
legislacdo vigente, que no Estado de Sdo Paulo deverd atender o artigo 19- A do Decreto
Estadual n° 8.468 de 08/09/76 (Regulamento da Lei n° 977 de 1976). Para o cumprimento
do artigo na integra poderd ser necessdria a implantacdo de um pré-tratamento que devera
também ser considerado no custo.

Outra opcao de tratamento dos efluentes citricos € o tratamento na prépria industria.
Para a implementacdo do tratamento sdo consideradas a caracterizacdo, a vazdo, a
localizag@o da industria e as caracteristicas necessdrias do efluente final que sera disposto.

A caracterizacdo do efluente citrico, conforme apresentada no item 2.4.2, possui alta
concentracdo de matéria organica (DQO e DBO) e nutriente (nitrogénio e fdsforo). O
efluente com estas caracteristicas remete a selecdo dos processos bioldgicos, que
comumente sdo utilizados pelas industrias citricas. Quanto a vazdo, € dependente
diretamente da produ¢do do suco de laranja e consequentemente do volume produzido de
efluentes.

O tipo de tratamento biol6gico, leva em consideracdo a disponibilidade do terreno
que serd utilizado para implantacdo da planta tratadora de efluente. Se a disponibilidade é
grande, sdo selecionados sistemas como lagoas facultativas, aerdbias ou anaerdbias bem
como a combinacdo delas. Por outro lado, em locais em que o custo do terreno € alto,
existem sistemas de tratamentos mais compactos, porém com custo maior operacional,
devido a necessidade de oxigenacdo. O sistema de lodos ativados convencional e sistemas
anaerdbios sdo exemplos intermedidrios visto que atualmente o mercado apresenta sistemas

mais compactos como MBR (reatores bioldgicos de membranas).
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Mediante a avaliagdo qualitativa e quantitativa do efluente citrico, bem como 0s
custos de implantacdo do processo bioldgico, a selecdo finalmente € realizada considerando
o nivel de tratamento necessdrio para atingir as caracteristicas necessdrias do efluente final
que serda disposto, que deverd cumprir a legislacdo vigente, atendendo os pardmetros

conforme a classificacdo do corpo d’agua e padrdes de langamento.

2.5.2.1. Processos de tratamento biolégico para os efluentes citricos

Os processos utilizados no tratamento dos efluentes citricos sdo 0s processos
bioldgicos. Estes processos dependem da acdo de microrganismos que estdo presentes no
efluente citrico ou entdo sio inoculados a partir do lodo ativado proveniente de uma planta
de tratamento de esgotos.

Tipicamente, os processos bioldgicos sao definidos de acordo com sua funcdo
metabdlica: processos aerdbios, anaerdbios, anéxicos e combinados.

Os processos aerobios sdo processos que ocorrem na presenca de oxigénio. A
aeracdo das aguas residudrias resulta na remo¢do de material orginico por oxidagdo pela
acdo dos microrganismos heterétrofos pela reacdo catabdlica e também ha a sintese do
material celular pela reacdo anabdlica, produzindo como produtos: sais minerais, gas
carbonico e dgua. Simultaneamente, se formam flocos macroscopios de microrganismos
que podem ser separados da fase liquida por filtracdo ou decantacdo, obtendo-se assim o
lodo ativado, que com a recirculagdo no processo, resulta na aceleragdo da remog¢do do
material organico.

A tratabilidade do efluente industrial citrico é dependente da composicdao do
material organico (DQO), que pode ser divido em trés fracoes: DQO biodegradavel
organica (rdpida e lenta)), DQO ndo biodegraddvel inerte e a DQO da biomassa
heterotréfica ativa (Wentzel et al., 1999), além dos macronutrientes (nitrogénio e fésforo) e
pH controlado.

Pode-se citar como exemplos de processo aerdbios de sistemas de tratamento de
efluentes citricos: lodo ativado convencional (tanque de aeracdo e decantadores
secunddrios), reatores biol6gicos com membranas submersas, filtros de discos bioldgicos e

lagoas aeradas.
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Na Figura 2.4 estdo demonstradas as unidades de processo da etapa bioldgica, do
processo de lodos ativados convencionais, processo comumente utilizado nas industrias

citricas e estacdes de tratamento de esgotos municipais.

EFLUENTE

AFLUENTE
c— >

DECANTADOR
' SECUNDARIO

“y
Figura 2.4. Esquema das unidades da etapa biolégica do sistema de lodos ativados

convencionais. (Von Sperling, 2002).

Os processos anaerdbios sdo processos que ocorrem na auséncia de oxigénio.
Muitos microrganismos sdo capazes de se desenvolver na auséncia do oxigénio e remover o
material organico, utilizando compostos organicos ou substancias como nitrato e sulfato
como aceptores finais de elétrons, durante o metabolismo fermentativo (Van Handel, 1999),
tendo-se produtos gasosos estdveis (metano e dioxido de carbono principalmente). No
processo de conversdo do material celular para biogds distinguem-se quatro etapas
principais: hidrélise, acidificacdo, acetogénese e metanogénese. Como exemplos de
processos anaerdbios utilizados em industrias citricas podem-se citar reatores anaerébios de
fluxo ascendente e principalmente as lagoas anaerdbias.

Os processos andxicos, sdo processos em que o ion nitrato € convertido a gas
nitrogénio na auséncia de oxigénio. Este processo andxico objetiva a remoc¢do dos
nutrientes, compostos de nitrogénio e fésforo, previstos em regides em que a qualidade dos
corpos d’aguas receptores de efluentes de sistemas € restritiva. Compostos de nitrogénio
estdo na forma de nitrogénio orginico (proteinas) e nitrogénio inorganico (NH3", NH4-N),
sendo sua soma representada por NKT e, compostos oxidados de nitrogénio, nitrito (NO2")

e nitrato (NOj3’). Durante o tratamento poderdo ocorrer diferentes formas do nitrogénio,
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devido as reacOes como amonificacao, nitrificacdo e desnitrificacdo (Van Handel, 1999).
Compostos do fosforo sao caracterizados como fragdes particuladas e dissolvidos, (Park et
al., 1997). As fracdes quimicas consistem de ortofosfato inorganico dissolvido, polifosfato
ou fosfato condensado e bandas de fosfato orgéanico. A relacio de NTK/DQO ¢ muito
importante para determinar configuracdes de processo e razdes requeridas no metabolismo
bacteriano. Normalmente € um processo complementar de sistemas aerdbios.

Os processos combinados sdo processos formados pela combina¢do dos processos
aerobios, anaerdbios ou andxicos agrupados em conjunto para atingir um objetivo de um
tratamento especifico. Como exemplos de processo de tratamento de efluentes citricos é
citado principalmente a lagoa facultativa nas regides interioranas de Sdo Paulo, como
demonstrado na Figura 2.5. Também como exemplo de processo bioldgico combinado sdo

utilizados biorreatores com membranas submersas que possuem camaras andxicas e

aeradas.
CO; O EMERGISLUMINOSA
[ ]|
Zona Aerobia
— s[5 0 sollvel
Zona Facultativa @ ﬁ
uente

DBC suspensa  CO:CH4H:S

Afluente

Fona Anaerdbia

= =

[=]
@, V. E
= bacterias ‘* =
£ [
= ' a3 w

[1:]

Figura 2.5. Representacdo esquemdtica do processo combinado de lagoa facultativa.

(Metcalt&Eddy, 2005 adaptada)
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2.5.2.2. Biodegradacao do d-limoneno por microrganismos isolados

A biodegradacdo e bioconversdo do limoneno por microrganismos resistentes,
utilizando como fonte tnica de carbono e energia, tem sido descrita largamente na literatura
cientifica (Cadwallader et al., 1989; Chang e Oriel, 1994; Dhavalikar et al., 1966; van der
Werf et al., 1999; Duez et al., 2003). O baixo valor do limoneno (1-2 US$/kg) e as baixas
concentracdes dos metabdlitos que sdo bioconvertidos a partir do d-limoneno encontradas
na natureza, como o o-terpineol, dlcool perilico, carveol, carvona e mentol motivam
investigacdes quanto a bioconversdo do d-limoneno por microrganismos isolados (Duez et
al., 2003).

Outro fator de motivagdo € a baixa eficiéncia de producdo dos processos
tradicionais, “downstream processing” (isolamento, concentragdo e purificagdao do produto)
que ¢é afetada pelo alto custo de recuperagdo por processar pequenos volumes, pela
volatilidade e baixa solubilidade em dgua do d-limoneno.

Basicamente, seis vias metabodlicas podem ser distinguidas pela biodegradacido e
bioconversao do d-limoneno: oxidacdo do carbono 7 para compostos perilicos; epoxidacao
da dupla ligacdo do anel, seguido ao diol correspondente e suas oxidacdo; oxida¢do do
carbono 6 para forma carveol e dihidrocarveol; hidroxidacdo do carbono 8 para a-
terpineol; oxidacdo do carbono 3 para isopiperetenol e isopiperitenone, epoxidagdo da
ligacdo dupla ligacdo 8,9 para a forma de limoneno 8,9 epdxido. As seis vias estdo

demonstradas no diagrama da Figura 2.6 (Mardéstica e Pastore, 2007).
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Figura 2.6. Principais vias metabdlicas do d-limoneno. Na primeira rota, o (1) d-limoneno
produz (2) alcool perilico seguido por (3) aldeido perilico, (4) acido perilico, (5) peril-CoA,
finalizando por produtos de degradagdo. Na segunda rota, o d-limoneno, produz (6)
limoneno-1,2-ep6xido, seguido do (7) limoneno- 1,2-diol, seguido por (8) 1-hidréxi-2-oxo-
limoneno e (9) 3-iso-propenil-6-oxoheptanoato, finalizando em (10) 3-iso-propenil-6-
oxoheptanoil-CoA. Na terceira rota o d-limoneno produz (11) carveol, seguido por (12)
carvona, finalizando com (13) dihidrocarvona. Na quarta rota, o d-limoneno produz

diretamente o (14) a-terpineol. Na quinta rota, o d-limoneno produz o (15) isopiperitenol,
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finalizando no (16) isopiperitona. Na sexta rota, o d-limoneno produz diretamente o (17)

limoneno-8,9-epoxido (Mardstica e Pastore, 2007).

Um mapeamento grafico é apresentado conforme pesquisa dos dados de biocatdlises
e biodegradacdo da Universidade de Minnesota (2010), na Figura 2.7 e demonstra
resumidamente as vias metabdlicas do d-limoneno relacionadas com os microrganismos
correspondentes e os principais produtos bioconvertidos, com excecdo da 6 via apresentada

por Mardéstica e Pastore, 2007.
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Figura 2.7. Mapeamento gréifico das vias metabdlicas do d-limoneno relacionadas com os

microrganismos correspondentes e os principais produtos bioconvertidos.
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O estudo da biotransformagdo do d-limoneno por microrganismo tem sido feito para
substituir processos quimicamente convencionais e apresentarem vantagens industriais por
ser produzido em condicdes brandas, terem alta regioespecificidade e enantioselectidade,
ndo gerarem residuos téxicos e serem caracterizados como produtos naturais (Bicas et al.,
2007). Processos fermentativos convertem d-limoneno em monoterpenos oxigenados, por

exemplo:

a) Pseudomonas isoladas inoculadas em limoneno como fonte de carbono e energia,
apresentaram dehydrocarvone, carvone, carveol e 1,2-cis-diol-limoneno como

componentes acumulativos durante o crescimento (Duetz, et al., 2003).

b) Fungos Aspergillus niger oxidou o d-limoneno em alcool perilico e dcidos graxos

de cadeia curta (Menéndez, et al., 2002)

¢) Solanum aviculare e Dioscorea deltdidea biotransformaram limoneno em

carvone com rendimento de 34% e 13%, respectivamente (Tomas, et al., 1999);

a) Penicillium digitatum bioconverteu o d-limoneno a alfa-terpineol (Tan et al.,

1998; Adams, et al., 2002).

b) Xanthobacter sp C20 bioconverteu o d-limoneno em limoneno 8,9 epoxido (Werf

etal.,2001);

¢) Rhodococcus erythropolis, degradou o d-limoneno via limoneno 1,2 epdxido e

limoneno 1,2 diol (Werf et al., 1999).

A maioria das linhagens de bactérias oxidam inicialmente o grupo 7 metil do
limoneno para dlcool perilico, que € subsequentemente convertido ao aldeido perilil e dcido
perilico, caminho caracterizado pela Pseudomonas putida PL (Ballal et al.,1967; Mars et
al.,2001).

As substancias perilicas, obtidas como produtos intermedidrios na 1* via metabdlica,
tém atividade quimioterapéutica contra o cancer (Crowell et al,, 1991; Schultz et al.,
1997). S@o encontrados artigos demonstrando a bioconversdao do d-limoneno conforme a 1*
via metabdlica por Pseudomonas putida GSI1 (Mars et al., 2001), Pseudomonas putida PL
(Ballal et al., 1967; Mars et al., 2001); Pseudomonas putida MTCC 1072 (Chatterjee e
Bhattacharyya, 2001).
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O élcool perilico tem propriedades anticarcinogéncias, que motivam estudos sobre a
avaliacdo do alcool perilico, através de ensaios clinicos da fase II para tratamento de cancer
de mama, pancreas e colorretal. A producao biocatalitica do dlcool perilico, ndo apresentou
resultados atrativos quando o cultivo foi realizado com Bacillus stearothermophilus BR38
isolados, dnico sistema de enzimas microbianas descrita até agora que bioconverte d-
limoneno em alcool perilico. O motivo do baixo rendimento da produgao do dlcool perilico
foi que este sistema de enzimas ndo € suficientemente regioespecifico, o que produz
produtos intermedidrios, carveol, carvone e terpineol, em quantidades significativas (Oriel,
et al.,1997 e van Beilen et al.,2004). Carveol, carvone e terineol sdo substancias que tem
pontos de ebulicio muito préximos e sua hidrofobicidades sdo quase idénticas, estas
propriedades encarecem os métodos de purificacdo (por exemplo: cromatografia).

Porém, a producdo de dlcool perilico como produto intermedidrio através da
bioconversdo por Pseudomonas putida poderd ser interessante, pois estudos sobre a
bioconversao d-limoneno para acido perilico pela linhagem de Pseudomonas putida, tem
demonstrado bom rendimento, pois expressou a enzima Cymene monooxigenase (Mars, et
al., 2001). Outras enzimas obtidas pela colecdo de 1800 linhagens crescidas em substratos
reduzidos como tolueno, naftaleno e outros alcanos podem ter grande interesse na
hidroxilagdo do limoneno devido a regioespecificidade suficiente.

A carvona, produto intermedidrio da 3 * via metabdlica (Mardstica e Pastore, 2007),
¢ uma substancia que tem considerdvel interesse no processo do desenvolvimento de
processos fermentativos devido a pequenas quantidades encontradas na natureza (Carter et
al.,2003). A carvona, como os compostos perilicos, tem demonstrado atividade
quimiopreventiva (Zheng et al., 1992 e  Hohl, 1996), além das -caracteristicas
antimicrobiana (Pattnaik et al.,1997), inseticidas (Lee et al., 1997) e também como
intermedidrio na sintese de agentes antivirais. A producdo de carvona do limoneno por
Synechococcus sp PCC 7942 (Hamada et al.,2003), trans- carveol por Rodhococcus opacus
PWD4 (Duetz, 2001) e a bioconversao por Escherichia coli (Carter, et al., 2003) foram
estudados.

Outro produto de interesse comercial que pode ser obtido através da 4 ®via
metabodlica, (Mardstica e Pastore, 2007), € o a-terpinol, que € um produto de odor
agradavel, aplicado em perfumaria, como constituinte de sabonetes e cosméticos, em

industrias de produtos de limpeza como repelente de insetos, desinfetantes e aromatizante,

25



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

em indudstrias farmacéutica como antifingico e anti-séptico, em industrias de
processamento de minerais como agente de flotagdo e utilizado como substrato na
preparacao de copolimero. (Baptistella ez.al.,2009). Quimicamente o a-terpineol pode ser
obtido pela reacdo do limoneno com 4cidos cloroacéticos, como o 4cido tricloroacético,
seguida por hidrdlise. A bioconversdo do limoneno em a-terpineol pode ser demonstrada
pelo cultivo de microrganismos cultivados isoladamente como, por exemplo, Penicillium
SP e Penicilluim digitatum (Pescheck, et al., 2009); (Tan et al., 1998); (Adams, 2002).

O uso de residuos agro-industriais, como os efluentes liquidos citricos, em
bioprocessos podem apresentar alternativas de substratos para a producdo de produtos
finais e intermedidrios de valor agregado, com plausiveis aplicacdes, como 0s compostos
perilicos, carvona e o-terpineol. Simultaneamente, a utilizacdo dos efluentes liquidos
citricos como substratos na bioconversao do d-limoneno ajudam a resolver problemas de
poluicdo (Pandey et al.,2000 e Mardstica et al., 2007). No tratamento de efluentes citricos
fol investigado que as bactérias isoladas Pseudomonas sp, Enterobacter SP e o fungo
Fusarium sp foram capazes de degradar o limoneno em maior concentracdo (Falconi,
2003). Em adicao, foi estudado a bioconversdao do d-limoneno por Penicillium citrinum
(Tavares et al.,1998), visando a reducdo de matéria organica (DQO) e a produ¢do de uma
ribonuclease, a RNase P1, enzima explorada comercialmente no Japdo para obten¢do de
nucleotideos de sabor (5 — GMP e 5 — IMP) que sdo adicionadas a condimentos e alimentos
pré-preparados. Também foi reportado por Ponezi, et al., 2005, a utilizacdo da Pseudomona
struzieri € um microrganismo nao identificado na anélise da biodegradacao do d- limoneno.

Num estudo realizado por Falconi (2003) foi observado que Pseudomonas sp,
Enteorbacter sp e o fungo Fusarium sp foram capazes de degradar altas concentracoes de
d-limoneno, porém foi reportada a necessidade de estudos para avaliar a capacidade de
convivio e competicdo destes microrganismos quando presentes no lodo ativado para o
tratamento do efluente industrial citrico. Estudos realizados em reatores com ar lift , em
escala piloto (Navarro, 2008), evidenciou grande remog¢do de matéria organica, DBO,
utilizando lodo ativado para tratar efluente citrico, porém nao foram identificados os

microrganismos.
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2.5.2.3. Impactos inibitorios de sistemas de tratamentos de efluentes com o d-limoneno

A composicdo do efluente industrial a ser tratado pode acarretar impactos, segundo
Sposito (2006), no sistema de coleta e transporte, nas unidades de tratamento e na

disposi¢do final em corpos d’aguas e reuso, como por exemplo:

a) Danos a saide dos operadores do sistema de coleta e tratamento;

b) Incrustacdes e corrosdao as tubulagdes e equipamentos do sistema de coleta e
tratamento de esgoto;

c) Impactos atmosféricos e explosdes, quando possuir grande capacidade de
volatilizacgdo;

d) Inibicio do processo aerdobio e anaerébio, na ETE (sistema de lodo ativado
convencional) levando a queda de eficiéncia operacional e consequentemente
geracdo de compostos téxicos liberados no ecossistema, atingindo o corpo receptor,
produzindo efeitos adversos a vida aquética e a satide publica;

e) Inviabilidade da producdo de dgua de reuso e disposi¢cdo do lodo gerado em
agricultura, industrias e aterros em virtude dos efeitos na qualidade dos produtos
gerados;

Embora o d-limoneno tenha baixa toxicidade para mamiferos, o efluente citrico,
contendo d-limoneno em sua composi¢do, pode apresentar problemas de saide ocupacional
em plantas de tratamento. Em Boston, nos Estados Unidos, trabalhadores apresentaram
sintomas de dor de cabeca e irritacio ao sistema respiratério, o que foi necessdrio
determinar concentracdes limites de descarte nas linhas de tratamento (Uribe e Pena 1990).
O d-limoneno € irritante para olhos e pele e pode causar vomitos quando ingerido (NBR
14725-4:2009). Os impactos atmosféricos estdo inter-relacionados com a volatilidade do d-
limoneno, devido sua constituicdo quimica que é estdvel na dgua apresentando também
considerdvel volatilidade. De acordo com Grosjean et. al, 1993, reacdes atmosféricas do d-
limoneno juntamente com o myrceno e beta felandreno, e em maior propor¢do o alfa
pinene, beta pinene e carene, reagem com radicais livres presentes na atmosfera como
nitrato, cloreto e amonio em presenca de luz solar.

Nos processos bioldgicos, tanto aerébios quanto anaerébios, o grau de inibicao
apresenta variabilidade de acordo com a aclimatizacio dos microrganismos com as

substincias presentes no efluente (Machado, 2009). Em adi¢cdo, segundo Melchior e
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Pelegrini, 2005, determinadas substancias quimicas podem funcionar como agente
bacteriostético e bactericida ou também pode agir como nutriente.

O d-limoneno apresenta propriedade antibactericida (Pattnaik et al., 1997, Bakkali
et al.,2007), além disso, alguns autores relatam que apresenta efeito inibidor nos
microrganismos devido a diminuicdo do processo de fosforilacdo oxidativa nas células
(Chatterjee e Bhattacharyya, 2001), como por exemplo a medi¢do de toxicidade
estabelecida a microrganismos log P utilizada a solventes orgéanicos imisciveis em dgua. As
toxicidades mais fortes foram observadas em valores de log P entre 1 e 5, compostos como
o limoneno (com log P = 4,83) aumentam a fluidez das membranas dos fungos
filamentosos, o que leva a permeabilidade ndo especifica, perda de integridade celular,
decréscimo de matéria seca e inativacao da energia metabdlica devido a dissipagdo da forca
préton motiva (gradiente eletroquimico de H* através da membrana). A alta fluidez da
membrana pode prevenir a manuten¢cdo dos complexos entre enzima € membrana como,
por exemplo, o complexo formado entre citocromo P450 monoxigenase e citocromo P-450
redutase dependente de NADPH, que estd envolvido nas transformacdes oxidativas de
terpenos, hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, esterdides e outros compostos
lipofilicos, promovidas por fungos (Onken e Berger, 1999 e Marostica e Pastore, 2008).

Foi reportado que sistemas bioldgicos anaerobios a concentracdo de 70 mg/L de d-
limoneno presente no efluente provoca a inibi¢do da atividade metagonénica das bactérias
devido a acdo biocida da substancia. O 6leo é absorvido na biomassa granular causando a
intensa intoxicacdo e desgranulacdo que pode ser praticamente irreversivel na reativacio do
lodo.Em lagoas aeradas verifica-se que o limite para o tratamento € de 0,005% de
limoneno. Em sistemas de lodo ativados convencional, tipicamente € removido 90% de
limoneno convertidos em outros componentes, porém com taxas de aplicagcdo de 2-10 mg/L
e 0,5 — 2,0 mg/L (Alvarez, 1999), o que demonstra a necessidade de controle refinado.

Sistemas bioldgicos com tecnologias mistas tém sido aplicados em tratamento de
aguas residudrias de industrias citricas. Estes sistemas, como por exemplo, MBR, bioreator
de membranas tem aplicacdo em sistemas onde é exigida alta qualidade do efluente final
para disposi¢cdo em corpos d’dgua com exigéncia legislativa mais rigorosa ou também para
o reuso. Estudos demonstram que o controle da concentra¢do do d-limoneno com a massa
bioldgica € similar ao sistema de lodos ativados convencionais, porém também € verificado

a necessidade de grande controle de incrustagdes na superficie da membrana, devido a
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caracteristica oleosa, causando o impedimento da filtracdo do efluente, com conseqiiente
aumento de pressdo e gasto com energia elétrica (Braddock, 2006).

Os impactos da presenga do limoneno disposto em corpos d’aguas sao relacionados
a elevada toxicidade para peixes e Daphnia (Filipsson, F., A., Bard, J., e Karlason, S.,
1998), influenciando a sanidade da fauna e da flora presente na costa e rios. A liberacdao de
d-limoneno no efluente final poderd acarretar influéncias na autodepuracdo do Rio, como
foi constatado no Rio Sdo Lourengo na regido do Matdo que, durante as safras,
incrementavam as taxas de consumo de oxigénio dissolvido, aumentando o problema
gerado com mortandade de peixes e a extensdao da degradacdo da qualidade deste corpo
receptor (Guimaraes, 1998).

Além dos limites legislativos para disposi¢cdo em corpos d’4dgua e aterros sanitdrios,
muitas plantas de tratamento de esgotos tém aplicado politicas e diretrizes de
sustentabilidade ambiental, em que o esgoto tratado tem sido reutilizado como 4aguas para
irrigacdo de jardinagem, dgua para combate a incéndio, para utilizacdo na construgdo civil e
principalmente para uso industrial como resfriamento de unidades operacionais.
(Hespanhol, 2008). Outra aplicacio com foco em reducdo de residuo ambiental é o
reaproveitamento do lodo gerado nas plantas, em que existem estudos para utilizacdo em
agricultura como adubo, geracdo de energia elétrica devido ao poder calorifico, fabricacao
de blocos (Tsutiya, 2000). Uma vez o d-limoneno influenciando no baixo rendimento do
tratamento seus produtos poderd sofrer interferéncia ndo atendendo os limites

especificados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes

O d-limoneno (99%) utilizado no presente trabalho foi doado pela empresa
Dibierge. Os sais foram adquiridos da F. Maia e Synth do Brasil, e os meios de culturas da
Merck do Brasil. Agua ultrapura foi obtida com o equipamento Milli-Q System (Millipore,

EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.2. Microrganismos utilizados

A obtencdo das linhagens microbianas foi realizada a partir de uma amostra de lodo
bioldgico do tanque de aeracdo da estacdo de tratamento de esgotos ABC. Para garantir
maior nimero de organismos e diversidade, foi coletada a amostra na data em que a estacdo
apresentou boas condicdes operacionais de eficiéncia de remog¢do de DQO no efluente final
(33 mg/L), andlise de contagem de microrganismos do lodo (32.000 NMP/mL) e

concentragdo de solidos suspensos volateis (2300 mg/L).

3.1.3. Meios de cultura e solucoes utilizadas

3.1.3.1. Reagentes utilizados como fonte de carbono complementar

Meio nutriente Agar da Merck foi utilizado para incubacdo em placas e tubos
inclinados. Extrato de levedura foi utilizado como complemento nos meios de cultivos.
Glicose 5 g/ de glicose e tripsona 5 g/LL foram utilizadas como meio de cultura para

inoculagdo dos microrganismos para medi¢ao da curva de crescimento.
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3.1.3.2. Composicao do meio minimo de sais para bactérias

Solugdo contendo 0,5 g de fosfato de amodnio, 0,8 g de fosfato de potéssio, 0,3 g de
sulfato de magnésio, 0,004 g de sulfato de zinco, 0,005 g de sulfato de manganés, 0,1 g de
cloreto de calcio, 0,002 g de cloreto de cobalto e 0,001 g de sulfato de ferro hexahidratado
em 1 litro de 4gua. O pH foi ajustado em 7,0 com solucao de KOH 0,1 mol/L.

3.1.3.3. Meio de cultivo

Para o crescimento do inoculo durante a aclimatacdo com o d-limoneno na etapa de
isolamento foram empregados o meio minimo de sais e extrato de levedura a 1% (p/v). Na
etapa de selecdo dos microrganismos resistentes ao d-limoneno foi utilizado apenas o meio
minimo de sais. Na etapa de identificagdo dos microrganismos foram empregados o meio

salino e glicose a 0,5% (p/v) e triptona a 0,5% (p/v).

3.1.3.4. Coloracao de Gram

Os reagentes utilizados na coloracdo de Gram foram solu¢do de cristal violeta
(solugdo obtida da combinagdo da solucao A- 2,0 g de violeta cristal em 20 mL de alcool
etilico e solucdo B - 0,8 g oxalato de amdnio em 1000 mL de agua ultrapurificada),
solucdo de lugol (2,5 g de iodeto de potdssio em 300 mL de dgua), solucdo de dlcool e

solucdo de safranina (5 g de safranina em 100 mL de dgua).

3.1.3.5. Reagentes utilizados na determinacao da demanda quimica de oxigénio (DQQO)

Os reagentes utilizados na determinacdo de DQO foram HgSOs (sulfato de
mercurio); HoSOs (dcido sulftirico concentrado 98%) com AgSOs (sulfato de prata);
K>Cr207 (solucao de dicromato de potdssio 0,04167 mol/L); solucdo de sulfato ferroso

amoniacal e indicador ferroina.

3.1.3.6. Reagentes utilizados na extracao do DNA

Solucdo tampao TE pH 8,0; lisozima 10 mg/mL; 10% SDS; proteinase K a 10
mg/mL; NaCL 5 mol/L; CTBA/NaCl (0,8 g/LL de CTBA e 0,4 g/L de NaCl); solugao

cloroférmio: alcool isoamilico (24:1); isopropanol e etanol a 70%.
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3.1.3.7. Reagentes utilizados na amplificacdo da regiao 16S rDNA

O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os iniciadores 27f (5° - AGA GTT
TGA TCM TGG CTC AG-3’, Lane et al., 1991) e 1401r (5°- CGG TGT GTA CAA GAC
CC- 3’, Heuer et al., 1997).

Para as reacOes em cadeia da polimerase - PCR foi empregado o kit GoTaq® Green
Maister Mix, 2 uL de iniciador 27 f (10 umol/L), 2 uL iniciador 1410r (10 umol/L),
completando com dgua livre de nuclease para um volume final de 50 ul. A reagdo de
amplificacdo foi realizada no termociclador Mastercycler Gradiente (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha).

A restricdo dos fragmentos amplificados por PCR foi realizada com os produtos de
amplificacdo das reacdes de PCR e digeridos com as enzimas de restricdio Sma I
(CCC/GGQG) e Apa I (CGGGCC/C) de acordo com a indicagdo do fabricantes (Introgen,
Life Technologies, Brasil).

3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Ensaio de coloracao de Gram

O protocolo utilizado para coloracdo de Gram (Christian Gram, 1884) baseou no
depdsito e esfregaco da amostra (colonia do microrganismo) sobre uma lamina de vidro
contendo uma gota de dgua destilada.

Posteriormente, com a amostra preparada, foi realizada a coloracdo, inicialmente
adicionando a solugdo de cristal violeta (solu¢do obtida da combinagdo da solucdo A- 2,0 g
de violeta cristal em 20 mL de dlcool etilico e solu¢do B - 0,8 g oxalato de amdnio em 1000
mL de dgua ultrapurificada) e aguardando o tempo de contato de 1 min, lavando-se em
seguida a lamina em 4dgua corrente. Posteriormente, adicionou a solucdo de lugol (2,5 g de
iodeto de potéassio em 300 mL de 4gua), aguardando novamente um 1 min de contato para
se formar o complexo de violeta cristal, lavando-se com dgua corrente e com dlcool (agente
descorante — solug@o de dlcool etilico 95% com acetona na propor¢do 4:1) e aguardando
mais 1 min. Finalizando, foi adicionada a solug@o de safranina (5 g de safranina em 100 mL
de dgua) aguardando o contato de 30 s e lavando-se com dgua corrente € secando-se com
papel de filtro. Em cada lamina de amostra, foi adicionado o 6leo de imersdo e a

observacao se fez em um microscépio equipado com reticulo de Whippler e contraste de
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fase, com aumento de 1000 vezes. As células Gram positivas apresentaram coloracio azul
ou violeta, devido a presengca de membrana espessa, homogénea, geralmente ndo
estratificada, e predominantemente constituida de peptidoglicano, o que permite que o
precipitado insoldvel formado pela acdo da solucdo de iodo, permaneca no interior da
célula. As células Gram negativas apresentaram coloracdo vermelha, devido apresentar uma
parede estratificada constituida por uma membrana externa e uma camada mais interna, que
contém peptidoglicano, e que € mais fina que as das Gram positivas, deste modo, o
precipitado insolidvel, que se forma pela acdo da solucdo de iodo, € removido e a membrana
externa € parcialmente ou totalmente dissolvida pelo agente descolorante, o que permite a
acdo do corante safranina. A morfologia e o estudo da pureza foram realizados para

finalizar a repicagem das bactérias e obter as culturas puras.

3.2.2. Ensaios de demanda quimica de oxigénio (DQO)
O protocolo utilizado para a determinacdo da demanda quimica de oxigénio,
indiretamente a concentracdo de d-limoneno, foi o método 5220 B, Método do refluxo

aberto do “Standard Methods 21?* Edigao”.

Para esta anélise, 2 mL das amostras centrifugadas (20.000 g por 15 minutos a 4°C),
obtidas do cultivo com microrganismos, foi diluida 100 vezes utilizando 4dgua deionizada.

Uma aliquota de 20 ml da amostra foi transferida para um baldo de refluxo de 250
mL. Em seguida foram adicionados 1 g de sulfato de mercurio, 5 mL de dcido sulftrico e
25 mL de dicromato de potdssio 0,04167 mol/L. Posteriormente, as amostras foram
colocadas no condensador, com resfriamento com 4gua, e adicionados 70 mL de &4cido
sulfurico e pérolas de vidro para manter a mistura durante o aquecimento. Foi mantido o
refluxo durante 2 h numa temperatura de 100° C. Apds este tempo aguardou-se o
resfriamento e adicionou-se pequena quantidade de dgua destilada no condensador para
desconectd-lo dos frascos. Apds o resfriamento até a temperatura ambiente, foi realizada a
titulacdo do dicromato em excesso com a solucdo de sulfato ferroso amoniacal 0,25 mol/L,
utilizando de 0,10 a 0,15 mL (2 a 3 gotas) do indicador ferroina. O ponto final da titulagao
era indicado pela viragem da coloracdo de cor verde azulado para vermelho tijolo com
persisténcia de 1 min ou mais. As determinacdes foram realizadas em duplicatas e também

com branco (controle abidtico, conforme descrito no item 3,3.5) e padrdo em paralelo
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(amostra preparada paralelamente nas mesmas condi¢des da amostra sem a adi¢do dos
microrganismos). O cdlculo de DQO foi determinado conforme a equacdo 1 e a remogao de

DQO foi determinada conforme a equagao 2.

DQO (mgO»/L) = (A-B) * M * 8000 (equagdo 1)

mL amostra
na qual:
A= volume (mL) do sulfato ferroso amoniacal utilizado no branco
B = volume (mL) do sulfato ferroso amoniacal utilizado na amostra
M = molaridade do sulfato ferroso amoniacal
8000= miliequivalente da massa do oxigénio * 1000

Remocao de DQO (%) = DQO branco — DQO amostra * 100 (equacdo 2)
DQO branco

3.2.3. Ensaios de turbidez

Foi realizado o ensaio de turbidez apds o cultivo dos microrganismos, descrito no
item 3.3.3.1 e 3.3.3.2, para avaliar o crescimento dos mesmos. O procedimento utilizado
para determinar a turbidez foi o método nefelométrico 2130 B (“Standard Methods 21?*
Edi¢d0”). Uma aliquota de 10 mL da amostra, na temperatura ambiente foi transferida e
homogeneizada no tubo inclinando vertendo levemente com um giro de aproximadamente
180°. O tubo foi introduzido no orificio do turbidimetro na posi¢do determinada, fechada a
tampa do turbidimetro e feita a medida. Antes da medida, o turbidimetro foi calibrado com
os padroes de 20 NTU (Unidade de Turbidez Nefelométrica). (O padrdo foi preparado com
a diluicdo de 0,5 mL de formazina 4000 NTU num baldo de 100 ml completado com agua
destilada), padrao 200 NTU (dilui¢ao de 5 mL de formazina 4000 NTU num baldo de 100
ml completado com 4gua destilada), padrao 1000 NTU (dilui¢ao de 25 mL de formazina
4000 NTU num baldo de 100 ml completado com dgua destilada), padroes de 4000 e 7500
NTU.
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3.2.4. Determinacao do pH

Ap6s incubagdo a cada 7 dias, durante as 3 etapas de enriquecimento e crescimento
com os microrganismos selecionados, descritas no item 3.3.1 e 3.3.3 respectivamente,
determinou-se o pH em meio liquido. Para a determinacdo do pH empregaram-se tiras

plasticas indicadoras de pH de 0 — 14 (Merck).

3.3. Métodos experimentais

3.3.1. Isolamento de microrganismos do lodo biolégico da estacao de tratamento de

esgotos na presenca de d-limoneno

Amostra de lodo ativado (10 mL) do tanque de aeracdo de uma estacdo de
tratamento de esgotos foi inoculada em 50 mL de meio minimo de sais contendo 1% de d-
limoneno e 1% de extrato de levedura. O pH foi ajustado em 7 com solu¢do de KOH 0,1
mol/L. O processo foi realizado em triplicatas e as amostras foram incubadas sob agitacgao,
a 150 rpm na temperatura de 30°C por 21 dias, sendo que a cada 7 dias foram realizadas
renovagoes, incubando 5 mL da cultura em 50 mL de meio minimo de sais contendo 1 mL
de d-limoneno, conforme Figura 3.1. Paralelamente, réplicas das amostras foram incubadas
sem agitacdo, nas mesmas condi¢des de temperatura e tempo. Todos os materiais e

reagentes foram previamente autoclavados antes do inoculo.

1* ETAPA 2* ETAPA 3*ETAPA

4 V] }

Ap6s 7 dias Apés 7 dias Ap6s 7 dias

10 mL de lodo 5 mL da cultura 5 mL da cultura 5 mL da cultura
50 mL sol.de sais 50 mL sol.de sais 50 mL sol.de sais 50 mL sol.de sais
0,5 mL limoneno 1,0 mL limoneno 1,0 mL limoneno 1,0 mL limoneno

Figura 3.1. Esquema de renovag¢do do meio e enriquecimento com d-limoneno durante os

21 dias de incubacao em condig¢des agitadas (150 rpm) e estdtica a temperatura de 30° C.
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3.3.2. Selecao de microrganismos resistentes ao d-limoneno

Ap6s o crescimento no meio de enriquecimento, descrito no item 3.2.1, foi realizado
o protocolo de isolamento de microrganismos, segundo Ferrarezzo (1998). As amostras (0,1
mL) foram coletadas no final de cada ciclo de 7 dias e foi realizado a técnica de
esgotamento em superficie em placas de Petri contendo meio NA (agar nutriente). As
placas foram incubadas na temperatura de 30° C durante 5 dias. Apds crescimento, uma
alcada das coldnias isoladas foi colocada em tubo de ensaio com 5 mL de dgua estéril,
posteriormente os tubos foram agitados vigorosamente e uma alcada da suspensdo de
microrganismos de cada tubo foram inoculadas em placas com o meio NA. A metodologia

estd ilustrada na Figura 3.2.
Inoculacao a 30° C

1* ETAPA 2* ETAPA 3*ETAPA

{ } | !
Isolamento — método de esgotamento em superficie

b

Incubacio a 30° C

.

Figura 3.2. Metodologia de isolamento dos microrganismos a partir do lodo ativado

incubado com d-limoneno.
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Posteriormente foram selecionadas col6nias de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas, onde os semelhantes presentes na mesma placa foram desprezados. As
coldnias foram analisadas através do estudo da coloracdo de Gram (conforme item 3.2.1)
para o estudo de pureza e morfologia visando o posterior reisolamento. Este procedimento
foi repetido até a obtencdo das culturas puras.

As culturas puras foram posteriormente inoculadas em tubos inclinados contendo
meio solido NA e incubadas na temperatura de 30°C. As bactérias isoladas foram repicadas

em tubos inclinados contendo meio NA e mantidas sob-refrigeracdo a 4°C.

3.3.3. Ensaios de biodegradacio do d-limoneno com microrganismos isolados

Foram preparados 3 meios de cultivo diferentes variando as concentragdo de d-
limoneno (1%, 3% e 5%). Em cada meio de cultura (50 mL), foi inoculado 2 al¢adas do
microrganismo isolado e selecionado. O cultivo foi mantido na temperatura de 30°C por 7
dias, sendo que para os microrganismos selecionados em condi¢des agitadas, foram
incubados sob rotacdo de 150 rpm e para os microrganismos selecionados em condi¢des
estdticas, foram incubados sem agitacdo. Apds o tempo de cultivo foram feitos os ensaios
de turbidez (conforme item 3.2.3), DQO (conforme item 3.2.2) e pH para avaliacdo do

crescimento e reducdo de DQO.

3.3.4. Formulacao de consdrcios com os microrganismos isolados para biodegradacao

do d-limoneno.

Foram preparados 3 tipos de consdrcios dos microrganismos selecionados, inoculando 2
alcadas de cada bactéria em tudo de ensaio contendo 10 mL de solu¢do minima de sais:

1) consércio dos microrganismos cultivados e isolados em condi¢do agitada;

2) consoércio dos microrganismos cultivados e isolados em condi¢do estética;

3) consoércio de todos os microrganismos selecionados.

Cada consércio foi inoculado em 2 diferentes meios de cultura (contendo variagdes
de d-limoneno de 3% e 5%). A inoculagdo foi realizada com a adi¢do de 1 mL da suspensao

de microrganismos em 50 mL do meio de cultura com pH ajustado para 7 com KOH 0,1
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mol/L.Os consércios foram mantidos na temperatura de 30°C durante 7 dias, sendo que os
consorcios (1) e (3) foram mantidos sob agitacio de 150 rpm e o consércio (2) sob
condicao estdtica. Apos o tempo de cultivo foram feitos os ensaios de turbidez, DQO e pH
para avaliacdo do crescimento e reducdo de DQO. A remog¢do de DQO foi determinada

para todas as amostras conforme a equacao 2, conforme apresentado no item 3.3.3.1.

3.3.5. Controles Abioticos

Foram utilizados erlenmeyers contendo apenas os substratos (meio minimo de sais e
o d-limoneno nas concentracdes de 1%, 3% e 5%) submetidos as mesmas condicdes de
incubacdo (estdtica e agitada a 250 rpm no periodo de 5 dias a 30 °C), ou seja, ndo foram
inoculados com os microrganismos. Desta forma, eliminou-se a interferéncia das
caracteristicas dos microrganismos. Este controle foi realizado em duplicata e foi
caracterizado como branco, sendo realizadas as andlises de DQO e turbidez como

referéncia.

3.3.6. Identificacao dos microrganismos
3.3.6.1. Determinacio da curva de crescimento dos microrganismos

Para garantir a extracdo de DNA em quantidades suficientes foi determinado a curva
de crescimento dos microrganismos isolados.

Foi feito o pré-indculo para cada microrganismo em estudo adicionando-se uma
colonia em 5 mL do meio de cultura. O meio de cultura foi preparado diluindo em 1 L de
agua ultrapurificada os reagentes: 5 g de triptona, 5 g de glicose, 0,5 g de fosfato de
amonia, 0,8 g de fosfato de potéssio, 0,3g de sulfato de magnésio, 0,004 g de sulfato de
zinco, 0,005g de sulfato de manganés, 0,1 g de cloreto de cdlcio, 0,002 g de cloreto de
cobalto, 0,001 g de sulfato de ferro hexahidratado e 10 g de extrato de levedura. As
amostras inoculadas foram mantidas em estufa com temperatura controlada de 30°C.

Ap6s o tempo de 24 horas, foi diluido este pré-inéculo em 100 mL de meio de
cultura e iniciada as medi¢cdes de absorbancia no espectrofotometro, no comprimento de
onda de 600 nm a cada 12 horas até atingir a fase estaciondria (apOs 3 dias). As amostras

foram diluidas 20 vezes para atender o limite de leitura do equipamento. Para evitar
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contaminagd0 os materiais e reagentes foram autoclavados e as amostras foram

manipuladas utilizando o fluxo laminar.
3.3.6.2 Extracao do DNA genomico dos microrganismos isolados

As identificacdes das bactérias foram realizadas no laboratério de GendOmica e
Expressdao do Departamento de Genética e Evolucdo do Instituto de Biologia/Unicamp. O
protocolo foi iniciado pelo inéculo conforme item do ensaio 3.3.4 da determinacdo da curva
de crescimento. Posteriormente, apds 24 horas de inoculacao, foi retirada uma aliquota de 2
mL e centrifugada a 12000 g por 2 min. Em seguida, o sedimento foi ressuspendido em 400
uL. de tampao TE (Tris-HCl 10 mM) pH 8,0 para quebra da parede celular e adicionado 50
uL de lisozima 10 mg/mL e a suspensdao mantida “overnight” a 37° C.

ApOs o crescimento, foi acrescentado 70 uLL de 10% SDS e 5 uL de proteinase K a
10 mg/mL. A suspensdo foi homogeneizada (vortex) e incubada a 65°C durante 10 min.
Em seguida foi adicionado 100 uLL de NaCl 5 mol/L e 100 uLL de uma solucdo pré-aquecida
a 65°C de CTBA/NaCl (0,8 g/L de CTBA e 0,4 g/L. de NaCl). Esta suspensao foi agitada e
incubada novamente a 65° C por mais 10 min. Em seguida, foi adicionado 750 uL de uma
solug@o cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) e a mistura foi agitada. Logo apds, ela foi
centrifugada a 5°C (12000 g por 10 min) e o sobrenadante (cerca de 600 uL) foi transferido
para outro tubo. Para precipitacdo do DNA gendmico foi adicionado 500 uL de isopropanol
a -20° C e a mistura mantida a temperatura de -20°C durante 30 min. Em seguida a solucao
foi centrifugada a 4° C, 12000g durante 15 min e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento foi lavado duas vezes com 500 ul de etanol a 70% a temperatura de -20° C
(centrifugacdao a 4° C, 12000g por 5 min) O DNA precipitado foi seco a temperatura

ambiente e ressuspendido em 50 uL de dgua esterilizada.

3.3.6.3. Ampliacao da regidao 16S rDNA

A 1dentificacdo dos microrganismos foi realizada utilizando o método PCR (reacdo
em cadeia da polimerase), em que o gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os
iniciadores 27f (5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’, Lane et al., 1991) e 1401r
(5’- CGG TGT GTA CAA GAC CC- 3, Heuer et al., 1997). Para as reagdes de PCR foi
empregado o kit GoTaq® Green Master Mix, 2 uL de iniciador 27 f (10 umol/L), 2 uL
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iniciador 1410r (10 umol/L), completando com 4dgua livre de nuclease para um volume final
de 50 uL. A reacdo de amplificag¢do foi realizada no termociclador Mastercycler Gradiente
(Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). As condi¢des de amplificagdo empregadas foram
uma desnaturacdo inicial por 3 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 56°C, 3 minutos a 72°C e uma extensio final 10 min a 72°C, conforme o indicado
por Misbash e colaboradores (2004). A restricdo dos fragmentos amplificados por PCR foi
realizada com os produtos de amplificagdo das reacdes de PCR e digeridos com as enzimas
de restricdo Sma I (CCC/GGG) e Apa I (CGGGCC/C) de acordo com a indica¢do do
fabricantes (Introgen, Life Technologies, Brasil). Aliquota de 2 uLL de produto de PCR
contendo 70 ng foram misturados a 2 ul. de tampao 4 (10x), 1 ul. da enzima de restricdo
(10 U/uL), completando com &dgua livre de nuclease para um volume final de 20 ulL,
incubados a 30°C por 16 horas. Posteriormente, as enzimas foram inativadas a 70°C por 15

minutos.

3.3.7. Analise cromatografica gasosa acoplada ao espectrometro de massa para

qualificacao dos subprodutos bioconvertidos a partir do d-limoneno

A biodegradacido do d-limoneno foi realizada para cada bactéria isolada e para o
consoércio microbiano. Frascos Erlemneyer de 250 mL contendo 50 mL de solucdo de sais e
2,5 mL de d-limoneno foram inoculados com 2 alcadas do microrganismo. Os frascos
foram incubados sob agitacdo de 150 rpm na temperatura de 30° C durante 5 dias. Para o
consorcio dos microrganismos, foram inoculadas 2 al¢adas de cada bactéria num tubo de
ensaio contendo 10 mL de sais; posteriormente foram recolhidas 1 mL da suspensdo de
microrganismos e inoculadas em 50 mL da solu¢do de sais contendo 2,5 mL de d-limoneno.
O consorcio foi cultivado durante 5 dias na temperatura de 30°C. Os mesmos experimentos
foram realizados mantendo as culturas em condicdo estitica foi realizado o mesmo
procedimento.

Ap6s o tempo de cultivo foram realizadas dilui¢des de 0,2 mL da amostra para 100
mL de dgua ultrapurificada. Foram injetadas 200 uL. de cada amostra no extrator com filtro
de 1,0 um e posteriormente volatilizada no cromatégrafo.

As andlises foram realizadas no laboratério da Sabesp da Unidade MC em Sao
Paulo, com extrator Aquatec 70 Vial Autosample, da Teledyne Tekman e cromatografo

Thermo Scientific TRACE GC Ultra — DSQII, com detector de espectrometria, coluna TR-
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SMS (25 m X 25 mm X 0,25 um) e géds de arraste hélio. A configuracio do método foi
fluxo constante de 1mL/min e temperatura programada de 70°C para 200°C a 3°C/min,
tempo final de 5 minutos. A temperatura do injetor 250°C, razdo 50:1 e espectrometro de
massa com a metodologia de temperatura da fonte de 200°C, ganho do detector 300000,
taxa de scan 500, polaridade pos, modo do scan 50m/z, primeiro espectro de massa S0m/z e

ultimo espectro de massa 650 m/z.

3.3.8. Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados coletados foi usado o software Minitab 15.0 para obter os
parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia) e correlacio entre as varidveis. Para a
inferéncia sobre a relacdo entre as varidveis a serem mensuradas foi utilizado o teste ANOVA e
para o teste das médias o Teste Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando

P <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamentos dos microrganismos do lodo biologico da estacao de tratamento de

esgotos na presenca de d-limoneno

Nao houve crescimento de microrganismo na presenca de d-limoneno como uUnica
fonte de carbono, pois as amostras ndo apresentaram alteracdo de turbidez em comparagdo
com o branco (controle abidtico). Posteriormente, foi complementado ao meio salino 10
g/L. de extrato de levedura e 10 mg/L (1%) de d-limoneno.

Nestas condi¢des, apds uma semana foi observado alteracdo significativa na
turbidez (alta turbidez com suspensdo branca) de todas as amostras inoculadas em
comparacdo com o padrdo. Apds 14 dias, mantidas as caracteristicas similares das amostras
anteriores e ap6s 21 dias, foi observado aumento significativo da turvagio.

Foi dosada a concentracdo médxima indicada em literatura e posteriormente houve
elevacdo gradativa de dosagem de d-limoneno, e como resultado todas as amostras
apresentaram significativo crescimento, observado no aumento da turvagdo. Segundo
literatura, dosagens de d-limoneno entre 2-10 mg/L. em lodos ativados ndo causam inibi¢ao.

(Alvarez, 1999 e Falconi, 2003)

4.2. Isolamento de microrganismos resistentes ao d-limoneno

Foram isoladas 56 microrganismos, predominantemente bactérias sendo bastonetes
Gram positivas, das 3 etapas de enriquecimento com o d-limoneno. As bactérias que foram
isoladas durante a 1% etapa de enriquecimento do d-limoneno com 10 mg/L (1%),
apresentaram diversidades de colOnias grandes, médias e pequenas, com coloracdes

vermelhas, rosa, marrom, bege, verde e branca. Foram selecionadas 15 colOnias das
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bactérias das placas de Petri que apresentaram maior crescimento visual e diferentes
coloracdes e morfologias. Cada colonia de bactéria foram repicadas em tubo inclinados
com meio de cultura dgar e realizada coloracdo de Gram para verificacdo da pureza da
linhagem conforme item 3.2.2 e 3.2.3.

Na 2* etapa do enriquecimento foram isoladas 8 linhagens, na condi¢do de
renovagdao do meio salino e dobrada a concentracdo de d-limoneno para 20 mg/L (2%),
Foram identificadas colonias de bactérias marrons e beges, para as amostras das condicdes
aeradas, e amostras de coloracdo verde, bege, rosa e vermelha para condigdes estaticas.

Finalizando, na 3* etapa do enriquecimento, foram selecionadas 32 linhagens. Nesta
etapa manteve a mesma concentracdo de d-limoneno da anterior na renovacdo do meio
salino. Foram identificadas diferentes colonias, porém todas com tamanhos pequenos com
coloragdes brancas, rosa, marrom e bege para as amostra em condi¢des estdticas e somente
coldnias pequenas e brancas para as amostras incubadas em condi¢des agitadas. Nas trés
etapas de enriquecimento foi verificado que o pH variou de 7,0 para 8,5, o que pode ser
resultado da modificacio do meio por produtos do metabolismo. Na Figura 4.1 estd

apresentado duas linhagens distintas isoladas durante a etapa de enriquecimento.

Figura 4.1. Exemplo de crescimento de diferentes linhagens a partir do ensaio de
enriquecimento com d-limoneno. (A) representa crescimento das bactérias em meio agar de
amostra inoculadas em condi¢do estacionéria e (B) representa crescimento das bactérias em

meio agar em condi¢do agitada.
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4.2.1. Selecao dos microrganismos resistentes ao d-limoneno

Dentre todas as linhagens isoladas (56) foram selecionadas 10 linhagens que

apresentaram maior crescimento em placa durante os 3 primeiros dias de incubacdo, para

estudo de biodegradacdo do d-limoneno. Na Tabela 4.1 estdo apresentadas as bactérias com

suas respectivas nomenclatura designadas durante a pesquisa, caracteristicas fisicas e

determinac¢do da coloracdo de Gram.

Tabela 4.1. Caracteristicas fisicas e morfologicas das bactérias

selecionadas resistentes ao d-limoneno.

Gram positivas

Nomemclatura | Estado de | Etapa do Caracteristicas visuais das | Morfologia
agitacio enriqueci- | colonias de bactérias
mento

2BA verde agitada 1® colonias grandes e verdes bastonetes
3BA marrom agitada 1® colonias grandes e marrom bastonetes
1BP vermelha | estatica 22 coldnias grandes, vermelhas bastonetes
3BP verde estatica 2° colonias pequenas e verdes bastonetes
2BP vermelha | estatica 2° colonias pequenas vermelha | bastonetes
1BA bege agitada 2* colOnias grandes e beges Cocos
1BA 4 agitada 3 colOnias pequenas e brancas | bastonetes
3BA 1 agitada 3 colOnias pequenas e brancas | bastonetes
1BP 4 estatica 3 coldnias pequenas e bege bastonetes
1BP9 estatica 3 coldnias pequenas e beges bastonetes

Em anélise verifica-se que durante a selecdo dos microrganismos, apenas bactérias

Gram positivas foram resistentes ao d-limoneno a partir do lodo ativado da estacdo de

tratamento. Porém, em literatura hd relatos que bactérias Gram negativas apresentam mais

resisténcia ao d-limoneno, como o exemplo da Escherichia coli (Falconi, 2003).
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4.3. Ensaios de biodegradacio do d-limoneno para microrganismos cultivados

isoladamente
4.3.1. Ensaios de turbidez

Os microrganismos cultivados em condi¢@o agitada e em meios contendo 1%, 3% e
5% de d-limoneno, apresentaram diferencas no aumento de turbidez, que correlacionam
crescimento bacteriano. O maior valor médio de turbidez foi do microrganismos 2BA
verde, 1040 NTU, cultivado no meio minimo de sais contendo 5% de d-limoneno,
representando um aumento significativo (P < 0,05). As médias e os desvios padrdes estdo
apresentados na Tabela 4.2. O meio contendo maior concentracio de d-limoneno (5%),
mostrou os maiores valores médios de turbidez quando comparado com o meio contendo 1% e
3% para todos os microrganismos testados, com excecdo do microrganismo 3BAIl, que
apresentou maior valor médio de turbidez no meio contendo 3% de d-limoneno.
Tabela 4.2. Turbidez média (NTU) dos microrganismos cultivados em condi¢do agitada a
30°C, apds 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais contendo concentracdes gradativas

de d-limoneno.

Turbidez (NTU)
Microrganismos Concentracoes de d-limoneno no meio sais
1% 3% 5%
Branco 10+ 0,7 10+ 0,4 10+ 0,5
1 BA Bege 12+5,1 127 +2.8 544 +5,6
2BA verde 33+7,6 54+5,0 1040 + 7,8
3BA marrom 104 + 7,7 28 +3,5 347 +4,9
1BA4 59+728 290+ 7,0 644 + 7,6
3BA1 48 +4,2 185+6,3 124 +5,0

Quanto aos microrganismos cultivados na condi¢@o estdtica, também houve diferengas
entre as médias de turbidez. O microrganismo que apresentou o maior valor médio de turbidez
significativo foi o 2BP vermelha. De forma geral, todos os microrganismos, exceto 2BP

vermelha, apresentaram aumento de turbidez significativo no meio contendo maior
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concentracdo de d-limoneno, conforme pode ser observado valores médios e desvios padrdes

estdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Turbidez média (NTU) dos microrganismos cultivados em condi¢do estética a
30°C, ap6s 5 dias de incubagdo em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas

de d-limoneno.

Turbidez (NTU)
Microrganismos Concentracoes de d-limoneno no meio de sais
1% 3% 5%
1BP vermelha 88 + 2,82 188 + 2,82 455 + 2,83
3BP verde 95 + 7,07 175 + 3,54 935 + 6,63
1BP4 79 +3,53 166 + 2,82 221 + 8,48
2BP vermelha 155 +2,12 1022 + 5,65 335+3,54
BP9 16 +2,12 493 + 4,95 579 +2,12

Estudo realizado por Tavares et al., 1998, evidenciou que o fungo Penicillium citrinum,
quando cultivado em condicdo agitada e em meio de cultura utilizando “dgua amarela”, efluente
industrial citrico que apresentava em sua composicdo proteina, 6leos essenciais, pectina,
actcares, dcidos organicos e sais, apresentou crescimento 50% inferior quando comparado com
meio de cultura semi-sintético (meio composto por 5% de glicose, 0,5% de peptona e
micronutrientes). Outros estudos que utilizaram d-limoneno para avaliar a taxa de crescimento
dos microrganismos: Candida albicans, Penicillium sp, Aspergillus sp., também mostraram que
houve inibi¢cdo quando comparado com o grupo controle (Omran et al., 2011). De forma geral,
neste trabalho o crescimento bacteriano dos microrganismos cultivados em condicdo agitada e

em meio contendo 5% foram significativos comparados com o branco.

4.3.2. Ensaios de DQO

Os ensaios de DQO foram realizados nas amostras apos cultivo no periodo de 5
dias, em diferentes meios de cultura (1%,3% e 5% de d-limoneno), em condic¢do agitada e
estdtica na temperatura de 30°C, com o intuito de avaliar a biodegradacdo do d-limoneno
indiretamente. Todos os microrganismos apresentaram valores médios de remo¢do com

diferencas significativas estatisticamente (P < 0,05).
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Nos ensaios submetidos a condicdo agitada e no meio de cultivo que continha 5%
de d-limoneno, os valores médios de remocdo de DQO apresentaram valores muito
préximos, exceto o microrganismo 3BA1, que apresentou o maior valor médio de remocgao.
Ressalta-se que todos os microrganismos mostraram menor remog¢do de DQO no ensaio
contendo 1% de d-limoneno, quando comparado com os meios contendo 5% de d-

limoneno, conforme Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Remocdo de DQO média (%) dos microrganismos cultivados em condicao
agitada a 30°C, apds 5 dias de incubag¢do em meio minimo de sais contendo concentragdes

gradativas de d-limoneno.

Remocao de DQO (%)
Microrganismos Concentracoes de d-limoneno no meio de sais
1% 3% 5%
1 BA Bege 11+2,82 35+ 3,53 32+ 0,71
2BA verde 3+0,71 41+ 0,71 44 +2,12
3BA marrom 3+1,41 11 +2,83 36 + 2,82
1BA4 0,0 0,0 38+2,82
3BA1l 24450 0,0 54+0,71

Nos ensaios que foram inoculados os microrganismos isolados e cultivados em
condicdo estdtica, apresentaram valores médios de remocdo de DQO com diferencas
significativas nos trés meios de cultura, Tabela 4.5. O maior valor médio de remocao de
DQO foi encontrado no cultivo com a bactéria BP9, que apresentou valor duas vezes

superior as demais bactérias quando cultivadas em meio contendo 5% de d-limoneno.

47




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4.5. Remo¢do de DQO média (%) dos microrganismos cultivados em condicao
estdtica a 30°C, apds 5 dias de incubagdo em meio minimo de sais contendo concentragdes

gradativas de d-limoneno.

Remocao de DQO (%)
Microrganismos Concentracoes de d-limoneno no meio de sais
1% 3% 5%
1BP vermelha 16 + 4,95 0 54 + 0,99
3BP verde 0 0 36 +2,83
1BP4 0 10 + 1,42 45 + 1,56
2BP vermelha 16 + 0,71 0 39+2,12
BP9 50 +3,50 72 + 1,42 89 + 0,70

Conforme estudos encontrados em literatura, a remocdo de DQO de efluentes
citricos podem apresentar boa eficiéncia quando controladas as concentragdes de d-
limoneno em sua composicdo (0,001% para sistemas aerados e 0,007% para sistemas
anaerdbios). Estudo realizado por Falconi, 2001, evidenciou que efluente citrico contendo
3% de d-limoneno foi capaz de apresentar redu¢do 70% quando inoculada a bactéria
Pseudomonas sp isoladamente. Em outro estudo, Tavares et al, 1998, o fungo Penicillium
citrinum foi capaz de remover 55% de DQO de um efluente citrico (contendo em média
0,001% de d-limoneno). De modo geral, observando os dados de remoc¢do de DQO
apresentados neste trabalho, verifica-se que todos os microrganismos foram capazes de utilizar
o d-limoneno quando presentes em altas concentracdes e como unica fonte de carbono,
destacando o microrganismo BP9, cultivado em condigdo estdtica. E vilido ressaltar que os
valores obtidos sdo significativos para inoculag@o futura destes microrganismos em processos
biolégicos para tratamento de efluentes citricos, visto que a planta podera receber altas cargas
de d-limoneno esporadicas, sem comprometimento com a eficiéncia de remogao, considerando

que estes microrganismos ja estdo aclimatados para efluentes com esta caracterizagao.

4.4. Formulacao de consoércios com os microrganismos isolados para biodegradacao

do d-limoneno

Para a avaliacdo da biodegrada¢do do d-limoneno utilizando os microrganismos em

consorcios foram formulados os consoércios, como descrito no item 3.3.4, sendo: (1)
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consorcio das bactérias cultivadas e isoladas em condicdo agitada, 1BA bege, 2BA verde,
3BA marrom, 1BA 4 e 3BA 1, (2) consércio das bactérias cultivadas e isoladas em
condicdo estética, 1 BP vermelha, 3BP verde, 1BP 4, 2 BP vermelha e BP9, e (3) consércio

de todas as bactérias selecionadas.

4.4.1. Ensaios de turbidez

A turbidez também foi determinada para avaliar o crescimento celular dos
microrganismos cultivados em consoércios. Os consoércios (1) e (3) cultivados sob condi¢do
de agitacdo e em meios contendo 1%, 3% e 5% de d-limoneno, apresentaram diferencas no
aumento de turbidez (P < 0,05), que correlacionam crescimento bacteriano. Conforme
mostrado na Tabela 4.6, houve aumento de aproximadamente 31% do consércio de
microrganismos cultivados em meio contendo 3% de d-limoneno e 47% dos
microrganismos cultivados em meio contendo 5% quando comparados com o branco. Desta
forma, verifica-se que os microrganismos em consorcio também nao apresentaram inibicao
ao d-limoneno em altas concentracdes (5%) como o0s microrganismos cultivados

isoladamente (descrito no item 4.3.1).

Tabela 4.6. Turbidez média (NTU) dos consércios de microrganismos cultivados em
condi¢do sob agitacio a 30°C, durante 5 dias de incubacdo em meio minimo de sais

contendo concentragdes gradativas de d-limoneno

Turbidez (NTU)
Consércios Concentracoes de d-limoneno
3% 5%
Branco 82,8 +0,9 83 +0,6
Consorcio 1 108 + 2,2 122 +1,2
Consorcio 3 109 +14 116 +2.4

Da mesma forma, o consércio 2, em que os microrganismos foram cultivados em
condicdo estdtica, os valores de turbidez apresentaram aumento significativos. No meio
contendo 3% de d-limoneno mostrou-se aumento de 14% e no meio contendo 5% monstrou

aumento de 18% de aumento (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7. Turbidez média (NTU) do consércios de microrganismos cultivados em
condic¢do estédtica a 30°C, durante 5 dias de incuba¢do em meio minimo de sais contendo

concentracdes gradativas de d-limoneno

Turbidez (NTU)
Consércio Concentracoes de d-limoneno
3% 5%
Branco 82 +2,12 82+ 1,42
Consorcio 2 94 +0,9 97 +1,2

4.4.2. Ensaios de DQO

Através da determinacdo da DQO apds a incubacgdo dos consércios 1 e 3 sob
condic¢do agitada e consorcio 2 sob condi¢do estatica a 30°C, durante 5 dias, nos meios de
cultivos contendo as diferentes concentragdes de d-limoneno, verificou-se que todas as
amostras apresentaram remogodes significativas de DQO (P < 0,05). O maior valor médio de
remog¢ao de DQO foi obtido nos ensaios com o consoércio 1, enquanto que a menor remog¢ao
fol com o consoércio 2. Quanto ao meio de cultivo contendo 3% de remocao, verificou-se
que apenas o consorcio 2 apresentou remogdo. Os valores médios de remocao de DQO dos

consorcios estdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Remoc¢ao média de DQO (%) dos consércios de microrganismos cultivados em
condic¢do estatica (consorcio 2) e sob agitacdo (consorcio 1 e 3) a 30°C, durante 5 dias de

incubagdo em meio minimo de sais contendo concentragdes gradativas de d-limoneno.

Remocao de DQO (%)
Consorcios Concentracoes de d-limoneno

3% 5%
Consorcio 1 0 77 +2,42
Consorcio 2 39 +2,12 33 +1,20
Consorcio 3 0 64 + 3,53

De modo geral, nos ensaios com 0s microrganismos em consorcio, as bactérias

crescidas em condicdo agitada e submetidas a concentracdo de d-limoneno de 5%,
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apresentaram maior degradacdo (77%) que as bactérias cultivadas em condic¢io estdtica
(33%). J4 o consoércio com todas as bactérias em condi¢do agitada apresentou valor de 64%
de remocgao.

Em literatura € encontrado valor de remocdo de DQO de 90% em plantas de
tratamento de efluentes citricos de processos aerados (Falconi, 2001), porém com dosagem
de d-limoneno restritivas (mil vezes inferior), o que demonstra que os dados do trabalho
sdo significativos quanto a aplicacdo do consércio formulado, principalmente por nao
apresentarem inibi¢des, pois alguns autores relatam que a presenga do d-limoneno
apresenta efeito inibidor nos microrganismos devido a diminuicdo do processo de
fosforilagdo oxidativa nas células (Chatterjee e Bhattacharyya, 2001). Porém ¢ valido
ressaltar a importincia do controle refinado de carga de alimentacdo, pois o limite

legislativo brasileiro (CONAMA 357) exige remo¢dao de DQO maior que 80%, valor

superior ao encontrado nos ensaios.
4.5. Identificacoes dos microrganismos

Conforme descrito no item 3.3.4.1, para a garantia de crescimento dos
microrganismos apds 24 horas, para posterior extragdo do DNA, foi determinada a curva de
crescimento dos microrganismos isolados e selecionados. Na Figura 4.2 estd mostrado que
todos os microrganismos apresentaram crescimento celular, sendo que a bactéria que
apresentou maior crescimento foi a 1BA bege no tempo de 24 horas, seguida das bactérias
1BP4, 3BA marrom, 1BP9, 1BA4, 1BP vermelha, 3BA, 1BP verde, 2BA verde ¢ 2BP
vermelha. As bactérias 1BP4, 3BA marrom, 1BP9, 2BP vermelha e 1BP vermelha
apresentaram maior taxa de crescimento no tempo de 21 horas; a bactéria 1BP verde, 3BA1
e 2BA verde no tempo de 16 horas e 1 BP rosa e a bactéria 1BP9 juntamente com 1BA
bege as maiores taxas de crescimento no tempo de 24 horas.

As 1identificacOes dos microrganismos foram realizadas conforme item 3.3.4.2
extracdo do DNA gendmico dos microrganismos isolados e do item 3.3.4.3, ampliacdo da
regido 16S rDNA, utilizando o método PCR. Como resultados todas as bactérias foram
identificadas como pertencentes ao género Bacillus.

O género Bacillus apresenta a caracteristica de produzir esporos € sdo muito
resistentes a muitas condigdes adversas. Seu metabolismo pode ser aerdbio e ou falcultativo

e podem ser encontrados em 4gua, solo, material fecal e diversos alimentos. O B. anthracis
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e B. cereus s@o bactérias patdgenas proveniente de material fecal, que possivelmente
poderia ter sido isoladas do lodo ativado da estag@o de tratamento de esgotos. Quanto ao B.
stearothermophilus, também pode ser encontrado em solo e 4gua, e tem grande
possibilidade de ter sido isolado, pois, conforme apresentado por Minessota, 2010, este
microrganismo utiliza a 4* via metabdlica, produzindo a- terpinol, a partir do d-limoneno
como fonte de carbono.

12
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Figura 4.2. Curva de crescimento dos microrganismos isolados.

4.6. Avaliacoes dos produtos bioconvertidos pelos microrganismos cultivados

isoladamente e em consorcios

As andlises qualitativas das amostras para verificar a bioconversao do d-limoneno
foram realizadas através da de cromatografia gasosa com detec¢do de espectrometria de
massa conforme descrito no item 3.3.6. Como foi realizado um branco (Figura 4.3),
representando todas as condi¢des das amostras desde a etapa de inoculagdo, foi possivel
comparar 0os cromatogramas qualitivativamente, sendo que os picos foram identificados

pelos espectrogramas.
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Figura 4.3. Cromatograma referente ao branco sem adi¢cdo dos microrganismos. O pico

apresentado no tempo 7,5 minutos foi qualificado como o d-limoneno.

Percebe-se que nos demais cromatogramas (Figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7) ha diferentes
picos, consequente da bioconversiao do d-limoneno.

Na Figura 4.4 que representa a amostra do consorcio (3) de todos os
microrganismos cultivados em condi¢do agitada, houve a conversdo do d-limoneno em
terpinol (pico 9.33 min), e também outros produtos como o édlcool ciclodecanol (pico 13.34
min) e o expoxido undecano (pico 17.45 min).

Na Figura 4.5 € demonstrado o cromatograma referente a amostra incubada com o
consorcio todos os microrganismos em condi¢do estaciondria. A amplitude do pico 7.20
min apresentou-se menor que no cromatograma do branco, (Figura 4.3), significando que
uma maior concentracdo da substancia (d-limoneno) foi consumida. Também observa-se
que o cromatograma apresentou novos picos, 9,33min (2-ciclohexenone), 13.36min

(decanal) e 15.21min (1, 2 metil-5 metiletinil), confirmando a bioconversao do d-limoneno.
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agitado. Identificacdo dos picos: 7.28 min, d-limoneno; 9.33 min, ciclodecanol ou 2,3

octanediol; 13.34 min, decanal e 17.45 min, epoxi-undecano.
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As amostras incubadas com as bactérias isoladamente BP 9 em condi¢do estética
(Figura 4.6) e 3BA1 marrom em condi¢do agitada (Figura 4.7), também apresentaram a
bioconversdo do d-limoneno nos mesmos produtos obtidos através do consércio (3).
Ressalta-se, entretanto que a bactéria BP9 apresentou maior concentracdo de ciclodecanol

(maior amplitude do pico 13.35 min na Figura 4.6).
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Figura 4.6. Cromatograma referente a amostra incubada com a bactéria 1BP9 em estado
estatico. Identificagdes dos picos: 7.20 min, d-limoneno; 9.35 min, ciclodecanol ou 2,3

Octanediol ; 13.36 min, decanal e 15.21 min, 2-ciclohexenone 1, 2 metil-5 metiletinil.
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Figura 4.7. Cromatograma referente a amostra incubada com a bactéria 3BA1 marrom em
estado agitado. IdentificacOes dos picos: 7.19 min, d-limoneno; 9.33 min, ciclodecanol ou

2,3 octanediol; 13.34 min, decanal e 15.21 min, 2-ciclohexenone 1, 2 metil-5 metiletinil.
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Os principais produtos obtidos durante a bioconversdo do d-limoneno foram a-
terpineol e alcodis como ciclodecanol e octanediol, além do decanal e epoxi-undecano.
Estes produtos apresentam menor toxicidade do que o d-limoneno, além de valor agregado
de mercado.

O produto a-terpineol foi obtido através da ocorréncia da 4* via metabdlica por
Bacillus, pela conversdo do anel da dupla ligacdo do d-limoneno para diol. Este resultado
concorda com o mapeamento grifico das vias metabodlicas do d-limoneno publicado no
banco de dados da Universidade Minnesota (2010), em que a 4* via metabdlica € realizada
por Bacillus stearothermoplhilus. Em literatura, além dos microrganismos do género
Bacillus, também foi reportada a bioconversdo do d-limoneno em o-terpineol por
Penicillium digitatum com rendimento de reacdo de 99%. (Tan et al, 1998 e Adams, et al.,
2002).

Outra via metabodlica que pode ser referenciada com os dados obtidos e o estudo
realizado por Mardstica e Pastore, 2007, € a 2* via, devido a obten¢do de epdxido e dlcoois

através da epoxidacdo de dupla ligacdo do d-limoneno em unidades de isopronenil.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. Conclusoes

a) As bactérias isoladas e selecionadas a partir do lodo ativado de uma estacdo de
tratamento de esgoto foram bactérias Gram positivas com morfologia de bastonetes,

com excec¢do da 1BA bege identificada como cocos.

b) Nos ensaios de biodegradacdo do d-limoneno, as bactérias e os consorcios,
cultivados tanto estaticamente quanto sob condi¢cdo de agitagdo, apresentaram
valores médios de turbidez significativamente maiores que o controle, evidenciando
que o crescimento de todos os microrganismos estudados nio apresentaram inibi¢ao
quando cultivados em meios contendo altas concentracdes de d-limoneno. O maior
valor médio de turbidez foi da bactéria 2BA verde (1040+7,8NTU) e do consércio 1
(122+1,2 NTU), ambos cultivados sob agitacdo e no meio contendo 5% de d-

limoneno (tnica fonte de carbono).

¢) Quanto a eficiéncia na remocdo de DQO, todos os microrganismos isolados e
consorcios apresentaram os maiores valores de remocdes quando cultivados nos
meios contendo 5% de d-limoneno, com excecao do consdrcio 2 que apresentou a
maior remoc¢do no meio contendo 3% de d-limoneno. Nos ensaios sob condi¢do de
agitacdo, os microrganismos que apresentaram as maiores remog¢oes de DQO foram

a bactéria 3BA 1 (54+0,71%) e os consorcio 1 (77+2,42%). Quanto aos
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microrganismos cultivados em condi¢do estdtica o maior valor médio de remog¢ao

de DQO foi da bactéria BP9 (89+ 0,7%).

d) As linhagens foram identificadas como género Bacillus, que demonstraram

resisténcia as altas dosagens de d-limoneno.

e) Os produtos obtidos durante a bioconversao do d-limoneno foram a-terpineol,

alcoois, como ciclodecanol e octanediol, e epxi-undecano.

Estes estudos indicam que os processos bioldgicos submetidos a efluentes citricos
com altas concentracOes de d-limoneno, poderdo apresentar boa aclimatacio e resisténcia a
inibicdo da toxicidade quando microrganismos, como Bacillus sp selecionados e

identificados neste estudo, forem introduzidos no tratamento.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Sugerem-se para trabalhos futuros formular consércios com as bactérias isoladas
neste trabalho juntamente com outras ja descritas na literatura como degradadoras do d-
limoneno e inocula-las em escala real nas plantas de tratamentos de efluentes citricos para
potencializar a tratabilidade do efluente industrial e sua disposi¢do adequada no corpo

d’agua.
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APENDICE

Apéndice I — Resultados das identificacoes dos microrganismos isolados — analise

filogenética

Bacterial 3BA - 1)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou
e Bacillus cereus ou
e Bacillus anthracis

Sequéncia 16S (10 a 782):
TTTGWGWGTTKKRWYYCTRACTSAGTGAYCGTAACGMYGGGGCGTCTATACT
GCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTRAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGGAAAACGWGGGGGAGCAAACAGGA
TAGAWWWMCCCTKGRKTGAAA

Bacteria 2 (3BA — marrom)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycodesi ou

e Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):

TTTTTKAGTTTGATYCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACAT
GCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG

72



APENDICE

GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGAGCAACAGGAWT
AAAWWCCCTGGGTYATATAA

Bacteria 3 (1BA — Bege)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou
e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycodes

Sequéncia 16S (10 a 782):
TTTTTTACCCAGGGGTATTATCTGTTTGCTCCCCCGTTTTTCGCGCTCAGTGTCA
GTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCA
TTTACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTT
TCCAATGACCCTCCASGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC
ACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAA
GGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGA
CCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTG
CGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCC
AGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCG
TTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGA
AGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCC
CGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGC
ATGTATTAGCACGCCGCCAGCGKTCATCCTGAGCAGGRATAAAMWYCAAAAA
AA

Bacteria 4 (1BA4)

Resultado:
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e Bacillus thuringiensis ou
e Bacillus cereus ou
e Bacillus anthracis

Sequéncia 16S (10 a 782):
TAGGTSCGGCCTCCCWARACTGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGSTC
TTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGATRACRCGTAGCGGTAACCTGCCCATAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAAWTGAGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACC
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGAYYYGC
GTCRCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAMGCAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGYGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
WTYMGATAGTATWGARGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATR
TGAAAGACCCACGGCTCAMCCGTGGAGGGTCATTCYACMCTKKAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTACCATKTGCGCMTAAATGCGTAGAGATATGG
AGGAACWCCAGTGGMGAAGGCGACTTTMTGGTCTGTAACTGACACYKAGGCG
CRAAAAAGGGGAAWAAT

Bacteria 5 2BA — verde)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou
e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides

Sequéncia 16S (10 a 782):
TTTTGTGRAKTTTGATTCCTGCTCAGGATGAACGSTGGCGGCGTGCTAATACAT
GCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
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TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATAG
WWACCTGGGTAAAAA

Bacteria 6 (3BP — verde)
Resultado:

o Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides ou

o Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):
TTTACCAGGGKWATCTAATCCTKTTGCTCCCCACGCCTTTCGCGCCTCGTGTCA
GTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCA
TTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGT
TTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAAC
CACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCA
AGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACG
ACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATT
GCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCC
CAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCC
GTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCG
AAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCC
CCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTG
CATGTATAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCAGGAATCAACTCCAGA

Bacteria 7 (1BP — verde)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides ou

e Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):

TTTATACCCAGGTWWCTAATCTGTTTGCTCCCCATTTTCGCGCCTCAGTGTCAG
TTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCAT
TTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTT
TCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC
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ACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAA
GGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGA
CCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTG
CGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCC
AGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCG
TTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGA
AGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCC
CGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGC
ATGTATTAAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCAGGAWCAAAMTCYAYA
AAA

Bacteria 8 (1BP 9)
Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides ou

o Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):
AGCTTTGAGGTTGATCCTGGCTCAGGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATAC
ATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGG
CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAG
CTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACASGA
TTAGATACCCTGGTAAAA

Bacteria 9 (2BP — vermelha)

Resultado:
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e Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides ou

e Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):
TTTMACCCRGGGRWWTYTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTTCGCGCCTCAGT
GTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTA
CGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACC
GTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTT
TACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTC
CATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTG
AGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACA
GCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATT
AGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTA
CTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGA
CTTGCATGTATTAGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGAATMAAMACT
CAAAAAA

Bacteria 10 (1BP — vermelha)
Resultado:

o Bacillus thuringiensis ou

e Bacillus cereus ou

e Bacillus anthracis ou

e Bacillus mycoides ou

o Bacillus weihenstephanensis

Sequéncia 16S (10 a 782):
TGTTRGTTTKRTWYCCTGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGC
AAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGC
TTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTC
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GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGG
CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG

CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC
TGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATWACCCTGGTTAAA

Bacteria 11 (1BP4)

Resultado:

e Bacillus thuringiensis ou
e Bacillus cereus ou
e Bacillus anthracis

Sequéncia 16S (10 a 782):
ACGGGGKGGGGCGCCTAWAGTGCGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCKCCACT
GGWGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTC
CTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTG
GGCTTTCACATCARACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATT
CCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCC
GTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGT
TCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCG
TTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGMCTCCCGT
AGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGYCGATCACCCTCTCAGGTCGG
CTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGC
GGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTCTMGAACCATGCG
GTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTAT
GGGCAGGTTACCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCA
AGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCA
TCCTGAGCCAGGATCAAACTCTA

Cladograma
(Sugerido pelo programa ClustalW)
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Bacteria1

Bacteria3
Bacteria9
Bacteria¥
Bacteriat

Bacteriai1

Bacteriad
Bacterias

Bacteria2

Bacteriad
Bacteria10
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