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RESUMO  
 

O lodo de esgoto é um sub-produto residuário das empresas de tratamento de águas, 

apresenta, é um dos principais fatores de remoção de microrganismos patogênicos que 

chegam com o esgoto ao solo, contaminando esse ambiente muitas vezes de forma 

irreversível. O processo de mineralização da matéria orgânica é catalisado por diferentes 

enzimas, em sua composição química uma alta concentração de componentes orgânicos e 

inorgânicos, que após tratamentos, pode ser utilizado na agricultura, porém a sua aplicação 

ao solo altera muitas vezes os parâmetros físicos, químicos e biológicos do solo. O solo é 

um sistema complexo que compreende uma variedade de microhabitats com diferentes 

gradientes físicos e químicos e condições ambientais descontínuas. A presença de metais 

pesados no lodo de esgoto, limita a sua utilização nos processos de fertilização do solo, 

devido ao alto grau de toxicidade através da absorção pelas plantas, que alimentarão os 

herbívoros, os metais podem entrar na cadeia alimentar, chegando aos consumidores de 

primeira ordem e ao homem, e o alto índice de patogenicidade proveniente de 

microrganismos patogênicos presentes. A ação da microbiota presente nos solos não 

estéreis e nas plantas produzidas na sua maioria por microrganismos presentes no solo. 

Foram realizados ensaios de isolamento, identificação e detecção enzimática em bactérias 

mesofílicas presentes no lodo de esgoto coletado na Estação Mangueira em diferentes 

temperaturas (28 e 37oC) e na presença e/ou ausência de NaCl. Foram detectados em 

ambas temperaturas testadas, bactérias patogênicas (Escherichia coli, Pseudomonas sp, 

Alcaligenes sp). No screening enzimático realizado, na detecção da amilase os melhores 

resultados foram obtidos nas amostras de bactérias mesofílias isoladas a 28 ºC e na 

detecção de urease os melhores resultados foram obtidos nas amostras a 37 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-Chave: Lodo de Esgoto, Bactérias Mesofílicas, Enzimas Hidrolíticas 
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ABSTRACT 
  

The sewage sludge is a resultant residue of the system of residuary biological water 

treatment proceeding, presents in its chemical composition one high concentration of organic 

components and inorganic, that after treatments, can be used in agriculture, however its 

application to the ground modifies many times the physical parameters, chemical and 

biological of the ground. The ground is a complex system that a variety of microhabitats with 

different physical and chemical gradients understands and discontinues ambient conditions. 

The metal presence weighed in the sewer sludge, limits its use in the processes of 

fertilization of the ground, had to the high degree of toxicity through the absorption for the 

plants, that will feed the herbivorous, the metals can enter in the alimentary chain, arriving at 

the consumers first-class and the man, and the high index of pathogenicity proceeding from 

pathogenic microorganisms gifts. The action of microbiota present in not barren ground and 

the plants, is one of the main factors of removal of pathogenic microorganisms that arrive 

with the sewer at the ground, contaminating this environment many times of irreversible form. 

The process of mineralization of the organic substance is catalyzed by different enzymes, 

produced in its majority for microorganisms gifts in the ground. Assays of isolation, 

identification and enzymatic detention in mesophilic bacteria had been carried through gifts in 

the silt of sewer collected in the Station Hose in different temperatures (28 and 37oC) and in 

the presence and/or absence of NaCl. They had been detected in both tested temperatures, 

pathogenic bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas sp, Alcaligenes sp). In screening 

enzymatic carried through, in the resulted detention of amylase the best ones had been 

gotten in the samples of the 28 ºC isolated mesophilic bacteria and in the resulted detention 

of urease the best ones had been gotten in the 37 ºC samples. 

 

 
 

Key Words: Sewage Sludge, Mesophilic Bacteria, Microbial Hydrolitic Enzyme 
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1.1 INTRODUÇÃO  

Durante as últimas décadas, diversos problemas têm sido levantados sobre a 

qualidade do solo como um dos motivos de preocupação mundial. O conceito atual de 

qualidade do solo inclui diversos aspectos, tais como: solo, planta e produtividade biológica, 

qualidade ambiental e sanidade animal e humana e a grande quantidade de geração de 

resíduos que são depositados no mesmo (FEAM, 2002; PUNA; BAPTISTA, 2008). 

Um dos principais problemas que qualquer cidade enfrenta é o da coleta e 

tratamento de resíduos por ela gerados. Quanto maior o número de pessoas que vive em uma 

determinada cidade, maior será a sua geração de resíduos. Cada resíduo possui 

características específicas, que levam à necessidade de diferentes formas de coleta, 

tratamento e disposição. Na maioria dos casos, o volume de resíduos gerados supera, em 

muito, a capacidade natural de assimilação do meio que circunda esses centros urbanos 

(FERNANDES, 2001; MOURA, 2002; BRASIL, 2005; VELLOSO, 2008). 

O lodo de esgoto (LE) é uma denominação genérica para o resíduo sólido gerado 

pelos sistemas de tratamento de águas residuárias. É um material heterogêneo, cuja 

composição depende do tipo de tratamento empregado para diminuição do esgoto e das 

características das fontes geradoras (população e indústrias) (CAMPOS;  ALVES, 2008; 

KITAMURA  et al., 2008; LEITE et al., 2009) 

No Brasil, a aplicação de lodo de esgoto nos solos ainda não foi amplamente 

difundida em algumas regiões, porém vários estudos realizados comprovaram a eficácia do uso 

agrícola desse resíduo (JORGE et al., 1991; BARBOSA et al., 2002; TRANNIN et al., 2005; DE 

MARIA et al., 2007). Entretanto, a possível presença de poluentes, como os metais pesados, 

patógenos e compostos orgânicos persistentes, são fatores que podem provocar impactos 

ambientais negativos. As principais preocupações em relação à adição de metais pesados ao 

solo são: entrada destes na cadeia alimentar, redução da produtividade agrícola devido a 

efeitos fitotóxicos, acúmulo no solo, alteração da atividade microbiana e contaminação de 

recursos hídricos. Os processos que conduzem à solubilização dos metais ao solo são mais 

importantes em relação à disponibilidade e à mobilidade desses elementos (SASTRE et al., 

1996;  VIG et al., 2003; LAMBAIS e DO CARMO, 2008). 

Bactérias e fungos são organismos mais ativos nos processos de decomposição de 

compostos orgânicos do solo, afetando diretamente a disponibilidade de nutrientes para as 

plantas e as propriedades químicas e físicas no solo. As enzimas possuem participação 

essencial nos processos relacionados à qualidade do solo, pois é através delas que os 
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microrganismos do solo degradam moléculas orgânicas complexas em moléculas simples que 

podem ser assimilados pelos microrganismos. Além de permitir que os microrganismos tenham 

acesso à energia e nutrientes presentes em substratos complexos, as enzimas extracelulares 

são responsáveis pela decomposição e mineralização de nutrientes no solo, disponibilizando-

os também para as plantas e promovendo assim a ciclagem de nutrientes no solo (SASTRE et 

al., 1996; SANOMIYA e NAHAS, 2003; CENCIANI et al., 2008; SHENTU et al., 2008). 

As avaliações de atividades enzimáticas do solo, podem ser úteis para indicar em 

que medida este está desempenhando seu potencial de ciclagem de nutrientes, nitrificação, 

oxidação e outros processos vitais relacionados à saúde do mesmo (BURGESS e 

PLETSCHKE, 2008).  

Portanto, o comportamento da população microbiana depende da qualidade e da 

quantidade dos resíduos que estão sendo adicionados ao solo. Dessa forma, é indispensável 

estudos sobre o uso agrícola do lodo de esgoto, o conhecimento sobre as alterações nas 

comunidades e nas atividades microbianas do solo. 
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1.2 OBJETIVOS 

 
1.2.1 Objetivo Geral 
 
 Avaliar a presença de bactérias mesofílicas no lodo de esgoto e seu potencial 

biotecnológico através da atividade de enzimas hidrolíticas. 
 

 
1.2.2 Objetivos Específicos 

 
 Isolar e identificar as bactérias mesofílicas presentes no lodo de esgoto, no solo agricultável 

e no solo com adição de lodo em temperaturas de 28 e 37 oC; 

  

 Verificar a influência da presença de  cloreto de sódio (NaCl) no isolamento das bactérias 

mesofílicas; 

 

 Analisar o perfil biotecnológico dos isolados bacterianos do lodo de esgoto através da 

detecção da atividade enzimática de urease e amilase em isolados com e sem a presença 

de NaCl. 
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.3.1 Lodo de Esgoto 

  

Os lodos de esgotos (LE) são resíduos orgânicos gerados durante o processo de 

tratamento biológico de águas residuárias. Apesar de sua composição química variável, os LE 

são ricos em matéria orgânica e nutrientes para as plantas e microrganismos. Dependendo da 

origem das águas residuárias, os LE podem conter quantidades elevadas de metais (Zn, Cu, 

Cd), além de microrganismos patogênicos (BAATH, et al., 1998; DAVIS et al., 2004; CAMPOS 

e ALVES, 2008). Quando existe o tratamento de esgoto com a separação de parte sólida, 

surge o biossólido que pode ser utilizado como adubo no solo, provenientes das residências, 

estabelecimentos comerciais, agroindustriais e industriais. Neste aspecto, o lodo de esgoto 

desempenha uma função extremamente importante na dinâmica dos solos, influindo em suas 

características químicas, físico-quimicas, biológicas e físicas (BARBOSA et al., 2004). 

Como visto, o esgoto que é o resíduo proveniente das descargas doméstica, 

industriais e rurais, contém em média 99,9 % de água e 0,1 % de sólidos. A porção sólida 

contém 70 % de material orgânico (proteínas, carboidratos, gorduras,etc.) e 30 % de materiais 

inorgânicos, que é constituído principalmente de areia e metais. No Brasil, a aplicação de lodo 

de esgoto nos solos ainda está em fase de difusão, porém vários estudos comprovam a 

eficiência do uso agrícola desse resíduo, entretanto a possível presença de poluentes, como 

metais pesados, é um fator que pode provocar impactos ambientais considerados negativos 

(OLIVEIRA 1995; SILVA et al., 2002; PIRES e MATIAZZO 2007; SOARES et al., 2008).  

A reciclagem agrícola dos lodos de esgoto ou biossólidos, destaca-se tanto na 

forma de reduzir a pressão sobre a exploração dos recursos naturais, como evitar opções de 

destino final que envolvem custos mais elevados e com maior impactação no meio ambiente e 

na população, como a incineração e a disposição em aterros sanitários (ANDREOLI et al., 

1999; TRANNINI et al., 2005). 

A aplicação de LE no solo pode contribuir para um aumento na concentração de 

nutrientes essenciais, como o N e o P, e para o melhoramento dos atributos físicos do solo 

altamente intemperizados. No entanto, dependendo da origem do LE, a concentração de 

metais pesados pode contribuir para a contaminação do solo e acarretar um possível efeito 

deletério em plantas e na população microbiana existente (FLIEBBACH et al., 1994, LEITA et 

al., 1995, VIG, et al., 2003, LAMBAIS e CARMO, 2008). 
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O objetivo dos sistemas de tratamento de esgoto (Figura 1), quando produzem o 

lodo, é concentrar as impurezas e o material potencialmente poluidor dos esgotos nesse 

subproduto. Assim, pela própria forma como é originado, o lodo é o concentrador dos 

nutrientes, da matéria orgânica, dos metais pesados, dos organismos patogênicos e de outros 

elementos que podem oferecer risco ao meio ambiente e a saúde humana, caso não sejam 

controlados e monitorados adequadamente (DUMONTET  et al., 1999; DE MARIA et al., 2007). 

 

  

 

Figura 1 – Esquema de tratamento de esgotos domésticos (Fonte: São Paulo, 2000) 

 

O problema da disposição final dos resíduos urbanos, especificadamente o caso do 

lodo de esgoto, tem grande perspectiva de agravamento, pois o país necessita, a curto prazo, 

de resgatar a dívida ambiental do setor de saneamento que lança diariamente 10 bilhões de 

litro de esgoto bruto nos rios brasileiros, que se reflete na degradação dos recursos ambientais 

com graves conseqüências no perfil sanitário da população. O lodo gerado pela ampliação do 

tratamento somente nos esgotos que hoje são coletados no Brasil, ampliaria potencialmente a 

atual produção em aproximadamente 8,5 milhões de metros cúbicos de lodo, por ano 

(BETTIOL et al., 1983; CHRISTENSEN et al., 2002) 

No processo de biodecomposição de matéria orgânica a presença de água 

favorece a condução de enzimas e de outros metabólitos microbianos contribuindo, dessa 
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forma, para o importante processo de otimização da relação custo/benefício de tratamento de 

resíduos sólidos orgânicos. Nos lodo de esgoto o teor de umidade é função da 

biodecomposição da fração orgânica putrescível, das condições climáticas e do tipo de coleta 

(TAUK, 1990; TCHOBANOGLOUS et al., 1993; CAMPOS e ALVES, 2008). 

O lodo de esgoto, quando aplicado ao solo, pode causar diversas alterações na 

estrutura e no funcionamento do agroecossistema, sendo a comunidade microbiana um dos 

componentes mais sensíveis, podendo ser utilizada como indicador da qualidade dos solos. A 

aplicação de lodo de esgoto pode tanto estimular, devido ao aumento de carbono e nutrientes 

disponíveis, como inibir, devido à presença de metais pesados e outros poluentes, a atividade 

microbiana do solo (ROCHA e SHIROTA, 1999; CAMPOS e ALVES, 2008).  

Alterações nas atividades microbianas dos solos podem ser determinadas por meio 

de análises, como biomassa microbiana, respiração, quociente metabólico e atividades 

enzimáticas do solo (DICK, 1994; GILLER et al., 1998; ANDERSON & DOMSCH, 1990; 

BAATH, 1989; BROOKES, 1995), ou da comunidade microbiana pela contagem dos 

organismos. Isto é possível, pois as alterações no solo proporcionadas pela adição de lodo 

poderão ocorrer de três formas: a) produzindo ação tóxica direta sobre os microrganismos; b) 

por meio de distúrbios funcionais, desnaturação de proteínas e destruição da integridade de 

membranas celulares, alterando as condições físicas e químicas do ambiente; e c) diminuindo 

a disponibilidade de substratos energéticos essenciais ao desenvolvimento dos 

microrganismos (BROOKES & McGRATH, 1984; BROOKES, 1995). 

Entretanto, juntamente com o material orgânico e com os nutrientes disponíveis às 

plantas, o emprego de determinados lodos pode ser limitados pela presença de metais 

pesados como Cu, Ni, Fe, Zn, Mn, Co, Hg, Cd, Pb e Cr (Figura 2), os quais em quantidades 

consideráveis, podem levar à contaminação do solo e das plantas (GILLER et al., 1998; MELO 

et al., 2001). Os metais pesados podem influenciar no crescimento, morfologia e no 

metabolismo dos microrganismos do solo, reduzindo a atividade microbiana e a fertilidade do 

solo (Figura 2) (KELLY e TATE, 1998; SANDAA e ENGER, 2001; OBBARD, 2001; MORENO et 

al., 2001). 
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Figura 2 - Esquema conceitual de um processo físico-químico para remover metais pesados de 
lodo de esgoto. (Fonte: ARAÚJO e MONTEIRO, 2007). 
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1.3.2 Solo 
 

O solo é considerado a parte mais importante da geosfera, sendo um sistema 

aberto natural e heterogêneo, que se desenvolve em escalas de tempo da ordem de centenas 

a milhares de anos, e compõe a cobertura pedológica que reveste as áreas emersas da Terra. 

Essa cobertura é constituída por uma camada de material alterado que se localiza entre a 

atmosfera e a litosfera, e é fortemente influenciada pela biosfera e pela hidrosfera através de 

trocas de energia e matéria constantes (COLEMAN et al., 1983; LAUBER et al, 2008; SOPENA 

et al. 2008; ZIESCHE e MECHTHILD, 2008). 

O solo é um sistema trifásico, com uma fase sólida relativamente estável e com 

uma porosidade que pode ser ocupada com volumes variáveis de água, sempre 

complementares aos espaços ocupados pelo ar. A sua constituição básica é uma porção 

inorgânica, constituída por minerais inorgânicos e partículas de areia, silte e argila, e outra 

fração orgânica, composta de formas estáveis da matéria orgânica derivadas da decomposição 

pela biota do solo, a própria biota, composta de minhocas, insetos, bactérias, fungos, algas, 

nematóides e gases como O2,  C02,  N2,  NOx  (PIETRAMELLARA et al., 2002). 

Os solos são constituídos de uma porção inorgânica e outra orgânica. A porção 

orgânica é chamada de matéria orgânica (MO), sendo constituída de compostos orgânicos com 

características químicas bem definidas como polissacarídeos, proteínas, ligninas, açúcares, 

aminoácidos entre outros. A matéria orgânica pode ser avaliada pelo teor de carbono orgânico 

total e é considerada como um indicador chave da qualidade do solo (SARKAR et al., 1986; 

NACHTERGAELE et al., 2000)  

A porção orgânica é chamada de matéria orgânica que é constituída de compostos 

que apresentam características químicas bem definidas, como polissacarídeos, proteínas, 

ligninas, açúcares, aminoácidos, etc, e também constituídos por compostos sem suas 

características bem definidas, que são as substâncias húmicas (ácidos húmicos, ácidos 

fúlvicos e humina) (STEINBERG et al., 2008; RITCHIE e PERDUE, 2008; RUSPIASH e 

VIDYASAGAR, 2008). 

A qualidade do solo pode ser definida através das modificações naturais presentes 

nas suas características em função das atividades humanas e do manejo. Algumas práticas de 

manejo, como a utilização de restos de cultura como cobertura morta, presentes no sistema de 

plantio direto, aumenta o teor de matéria orgânica ocasionando um efeito positivo na qualidade 

dinâmica do solo (CONRAD et al., 2007; WEBSTER et al., 2008).  
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1.3.2.1 Matéria Orgânica do Solo (MOS) 

 

A matéria orgânica do solo (MOS) é um dos principais indicadores de qualidade do 

solo, em razão da atuação nas propriedades físicas, químicas e biológicas, sendo considerada 

de grande importância para a sustentabilidade da fertilidade e da produtividade em diversos 

solos (NAMBIAR, 1996; SEGNINI et al., 2008). 

Nos estudos realizados sobre MOS, tem-se dado mais atenção às camadas de solo 

consideradas superficiais (0-20 cm), onde os principais componentes vivos são as raízes de 

plantas, a fauna e o consórcio de microrganismos habitantes do solo. As camadas mais 

profundas correspondem entre a 60 e 80 % do total existente, sendo encontradas diferentes 

substâncias orgânicas, desde materiais livres e com elevada biodisponibilidade, até compostos 

mais estabilizados quimicamente, associados diretamente à fase mineral (CHRISTENSEN, 

1992; FREIXO et al., 2002; FERNANDES et al, 2005).  

A camada denominada de manta orgânica que contêm raízes, microrganismos, 

frações leves, formas solúveis em água e substâncias não húmicas constituem os 

compartimentos mais lábeis da MOS (TIRROL-PADRE and LADHA, 2004). As formas lábeis de 

C têm grande importância em vários processos no solo, podendo ser ressaltados a formação e 

estabilização de agregados (BLAIR e CROCKER, 2000; DUFRANC et al., 2004; PASSOS, et 

al., 2007), fonte de nutrientes e energia para organismos, e aumento da mobilidade de alguns 

nutrientes como Mg e Ca. Portanto há necessidade de manutenção dos estoques de C no solo 

e da sustentabilidade de sistemas de produção.  

O húmus é um dos produtos finais resultantes da atividade de degradação dos 

macro e microrganismos de restos de animais e vegetais presentes no solo. A fertilidade dos 

solos é geralmente relacionada com as características moleculares da fração alcalino solúvel 

do carbono orgânico, as substâncias húmicas (SH). Essa fração é ao mesmo tempo dinâmica, 

refletindo mudanças no uso do solo, e também é uma das frações responsáveis pela 

acumulação da matéria orgânica no solo (ARTIOLA-FORTUNY e FULLER, 1982; LÓPEZ et al., 

2008; LAIRD et al., 2008).  

A fração macrorgânica presente na MOS é constituída de resíduos de plantas em 

decomposição, de substâncias humificadas e não-humificadas. As substâncias não-

humificadas incluem carboidratos, lipídeos, aminoácidos, proteínas, ligninas, ácidos nucléicos, 

pigmentos e uma variedade de ácidos orgânicos. Por sua vez, as substâncias consideradas 
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humificadas, que constituem de 70 a 80 % da MO são representadas pelas frações dos ácidos 

fúlvicos, e húmicos e pela humina, determinadas com base na solubilidade em ácido ou álcali.   

A MOS que consiste de restos vegetais ou animais, não decompostos ou 

parcialmente decompostos (restos de plantas, raízes, microrganismos) e seus produtos de 

decomposição, atuam na regulação de diferentes processos do solo (ciclagem, disponibilidade 

de nutrientes, solubilização de fertilizantes, complexação de elementos tóxicos). 

(STEVENSON, 1994; STEINBERG et al., 2008; RITCHIE e PERDUE, 2008; RUSPIASH e 

VIDYASAGAR, 2008). 

A matéria húmica é uma mistura complexa originada através de alterações de 

substâncias não húmicas pela degradação microbiana e condensação aleatória dos produtos 

da degradação dos organismos vivos. São ricas em carbono (45-65 %) e oxigênio (30-40 %) 

que podem, em parte estar ligados à grupos funcionais como CCOCH3, OH e COOH, contendo 

nitrogênio (2-6 %), e pequenas quantidades de fósforo, enxofre orgânico e cinzas. A sua 

composição depende da origem e da natureza da amostra, como também dos processos de 

extração e purificação (ANDREOLI; LARA; FERNANDES, 1999). 

As substâncias húmicas (SH), representam o maior reservatório terrestre de 

carbono orgânico na Terra, e possuem o importante papel na fertilidade e estabilização de 

agregados do solo. Embora possuam um alto grau de resistência a biodegradação no solo, 

elas degradam, e o estado estacionário da síntese, é atingido através de um decaimento 

característico, o qual depende do tipo de solo e da forma como é manejado (ANDREOLI; 

LARA; FERNANDES, 1999). 

Os ácidos húmicos são solúveis em bases, mas precipitam em pH menor que 2. A 

humina é insolúvel em soluções aquosas a qualquer valor de pH. A fração humina, que contém 

os compostos mais estáveis, pode permanecer por milhares de anos no solo e é considerada a 

mais adequada para datação da matéria orgânica do solo (HAYES e MALCOLM, 2001; 

WUILLOUD et al., 2003; ADANI e SPAGNO, 2008). 

 

1.3.2.2 Metais Pesados 

 

Metais pesados são elementos químicos que possuem peso específico maior que 5 

g/cm3 ou número atômico maior que 20. Entretanto, esse termo  “metais pesados” é utilizado 

para elementos químicos que contaminam o meio ambiente, provocando diferentes danos à 
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biota, podendo ser metais, semi-metais, ou mesmo ametais como o selênio (LINWAY, 1979; 

ANTOSIEWICZ, 1992; ALLOWAY, 1995; KABATA e PENDIAS, 2001). 

Os principais elementos químicos enquadrados neste grupo são: alumínio (Al), 

antimônio (Sb), arsênio (As), cádmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cobalto (Co), crômio (Cr), 

ferro (Fe), manganês (Mn), mercúrio (Hg), molibdênio (Mo), níquel (Ni), selênio (Se) e o zinco 

(Zn). Esses elementos são encontrados naturalmente no solo em concentrações inferiores 

àquelas consideradas como tóxicas para diferentes organismos vivos. Entre os metais As, Co, 

Cr, Cu, Se e o Zn são essenciais para os organismos (BOWEN, 1979; BARCELÓ e 

POSCHENRIEDER, 1992; SILVA, 2006). 

Os metais pesados se encontram distribuidos por toda a natureza. Nos solos, os 

metais são originários da rocha de origem e de outras fontes adicionadas ao solo, como a 

precipitação atmosférica, cinzas, calcário, fertilizantes químicos e adubos (estercos de animais, 

lixo domiciliar e lodo de esgoto). (ACCIOLY e SIQUEIRA 2000; RANGEL et al., 2006). Esses 

metais pesados contidos nos lodo de esgoto são normalmente originários da atividade 

industrial, pois as Estações de Tratamento de Esgotos recebem os esgotos sanitários, que se 

compõem de esgotos domésticos, água de infiltração e de esgoto industrial RIBEIRO FILHO et 

al., 2001; BORGES e COUTINHO, 2004; COSTA et al., 2008).  

A planta retira do solo os elementos minerais indispensáveis para seu 

desenvolvimento. Conforme a quantidade que é necessária para seu perfeito crescimento, eles 

são denominados de macronutrientes (N, P, K, S, Ca, Mg) ou micronutrientes (B, Cl, Co, Cu, 

Fe, Mn, Mo, Ni, Na, Se, Zn). Além desses elementos que são essenciais, a planta pode 

absorver outros elementos considerados não essenciais (Al, Ag, Cd, Cr, Hg, Pb) (LINDWAY, 

1979; MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA et al, 1997; BORGES e COUTINHO, 2004). 

Os metais pesados não apenas exercem efeitos considerados negativos sobre o 

crescimento das plantas, mas também afetam os diversos processos bioquímicos e 

microbiológicos que ocorrem no solo. A decomposição do material orgânico adicionado ao solo, 

a mineralização do nitrogênio e a nitrificação podem ser inibidos em locais contaminados por 

metais pesados (VIEIRA, 2001; BOEIRA et al, 2002). 

Os metais pesados contidos no lodo de esgoto, podem ser divididos em duas 

categorias, dependendo do risco que eles representam às plantas e aos animais. São 

considerados metais que oferecem risco (manganês, ferro, alumínio, cromo, arsênio, selênio, 

antimônio, chumbo e mercúrio. Os metais potencialmente perigosos aos seres humanos e 

animais são o zinco, cobre, níquel, molibdênio e cádmio (RIBEIRO FILHO et al., 2001; 

FADIGAS et al., 2006; COSTA et al. 2008).  
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A contaminação do solo com metais pesados pode também resultar na diminuição 

da diversidade genética e alteração da estrutura das diversas comunidades microbianas 

existentes (TORSVIK et al., 1998; SANDDA et al., 1999; GANS et al., 2005). Em solos 

contaminados com As e Cd, alterações na estrutura da comunidade das bactérias, avaliadas 

por meio da separação de fragmentos do gene rRNA 16S por eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante (DGGE), e inibição  de atividades de fosfatase alcalina, arilsulfatase, 

protease e urease em relação ao controle não contaminado, foram observadas (LORENZ et al., 

2006). A diminuição da atividade enzimática nos solos tratados com metais pode ser atribuída 

à redução da eficiência do metabolismo microbiano devido as altas condições de estresse  que 

os microrganismos passam no ambiente, repercutindo assim na dimuinuição de suas 

atividades enzimáticas normais (VIEIRA, 2001). 

 

1.3.2.3 Microrganismos do Solo 

 

Os microrganismos são responsáveis pelos diversos processos de mineralização, 

liberando uma quantidade considerável de nutrientes potencialmente disponíveis para as 

plantas (CARDOSO et al., 1992). Esses organismos fazem parte do solo de uma maneira 

dissociável, sendo responsáveis por inúmeras reações bioquímicas relacionadas, não só com a 

matéria orgânica, mas também com o intemperismo das rochas. Assim, os microrganismos do 

solo desempenham um papel fundamental na gênese do solo e ainda atuam como reguladores 

de nutrientes, pela decomposição da matéria orgânica e ciclagem dos elementos, atuando, 

portanto, como fonte e dreno de nutrientes para o crescimento das plantas (SNEH et al, 2008). 

Esses organismos são também chamados coletivamente de microbiota, e são 

representados por cinco grandes grupos: bactérias, fungos, algas e protozoários. Apesar de 

constituírem somente 1 a 4 % do carbono total e ocuparem menos de 5 % do espaço poroso 

do solo, a diversidade e a quantidade de microrganismos é bastante elevada. Entretanto, como 

o solo é normalmente um ambiente estressante, limitado por nutrientes, somente 15 % a 30 % 

das bactérias e 10 % dos fungos encontram-se degradando a matéria orgânica do solo. Os 

componentes microbianos vivos do solo são também denominados de biomassa microbiana e 

as bactérias e os fungos respondem por cerca de 90 % da atividade microbiana do solo 

(LYNCH, 1986; ARAÚJO e MONTEIRO, 2007). 

Dentre os componentes da matéria orgânica do solo, os microrganismos são os 

mais afetados pelo constante uso e manejo do solo, pois exercem uma ação importante nos 
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processos de agregação dos solos. Algumas práticas de cultivo aumentam a oxidação da 

matéria orgânica através da quebra dos agregados do solo, expondo assim novas superfícies 

aos inúmeros ataques microbianos, através da formação de consórcios, pois a elevada 

estabilidade das substâncias húmicas é atribuída à sua estrutura química complexa e às suas 

interações com minerais de argila e com cátions metálicos, que se expressam  na formação de 

diversos compostos agregados (NEVES et al., 2009; WHITESIDE et al., 2009). 

Em geral se considera que a microbiota do solo, formada principalmente por 

bactérias e fungos, desempenham um importante papel na fertilidade, reciclagem de nutrientes, 

evolução, estrutura e manutenção do mesmo. 

 

1.3.3 Enzimas Microbianas 

 

As enzimas são produtos microbianos mais explorados da indústria biotecnológica 

após a produção de antibióticos. As enzimas microbianas representam uma série de vantagens 

sobre as de origem animal e vegetal; entre elas o custo de produção que é relativamente baixo. 

Os microrganismos fornecem uma grande variedade de enzimas obtidas em laboratórios por 

processos fermentativos em condições controladas e reproduzíveis (BORNSCHEUER, 2002; 

SAID e PIETRO, 2002). 

A perspectiva de desenvolvimento da biotecnologia no século 21, em diferentes 

setores industriais, tem sido considerada como bastante heterogênea. Até o momento, diversas 

indústrias tem demonstrado um forte potencial de desenvolvimento significativo, tendo se 

destacado a indústria farmacêutica, seguida da indústria de produção de enzimas microbianas 

(NEVES et al., 2009; WHITESIDE et al., 2009). 

As enzimas são responsáveis pelo controle de diversas funções vitais, incluindo os 

processos metabólicos que convertem nutrientes em energia e em novos materiais para as 

células, além de acelerarem a reação de diversos processos bioquímicos, tornando-os mais 

eficientes. Possuem uma grande especificidade, auxiliando na composição e/ou decomposição 

de determinadas substâncias em condições especiais de temperatura, de pH e de 

concentração do substrato. As enzimas são constituídas de uma ou mais cadeias de L-

aminoácidos ligadas covalentemente por meio de ligações peptídicas. A composição dos 

aminoácidos e a sua sequência na cadeia, são específicas a cada enzima. A atividade 

catalítica de diversas enzimas depende da ligação com componentes não protéicos, 
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denominados de co-fatores, que podem ser íons metálicos ou moléculas orgânicas complexas  

(SAID e PIETRO, 2002). 

As enzimas são altamente específicas tanto na reação catalisada como na escolha 

do substrato. Cada enzima contém um sítio ativo, a parte da molécula na qual ocorre a 

combinação com o substrato, que consiste em diferentes partes da cadeia protéica (a enzima). 

A atividade enzimática ocorre em duas etapas, onde, na primeira o sítio ativo da enzima 

combina com o substrato para formar um complexo enzima-substrato. Esse complexo enzima-

substrato em seguida rompe-se para formar os produtos e uma enzima livre, a qual reage 

novamente. De acordo com essa teoria o substrato deve ajustar-se ao sítio ativo da enzima; 

por isso a especificidade dessa enzima (SACKHEIM e LEHMAN, 2001). 

 

1.3.4  Enzimas Relacionadas com o Solo 

As enzimas são mediadoras do catabolismo biológico dos componentes orgânico e 

mineral do solo. A atividade enzimática do solo está relacionada diretamente com a matéria 

orgânica, com as propriedades físicas e com a atividade e biomassa microbiana (SEYBOLD et 

al.,1998; BALOTA, et al., 2004). 

Além disso, a atividade enzimática pode ser utilizada como medida de atividade 

microbiana, produtividade e efeito de poluentes no solo. Taylor et al. (2002) sugerem duas 

razões para avaliar a presença das enzimas do solo. A primeira, como informativo do potencial 

bioquímico e de manipulação do solo, e a segunda, como indicador de qualidade devido a 

sensibilidade para prover informações sobre mudanças nas funções-chave do solo. 

As enzimas têm participação essencial nos processos relacionados à qualidade do 

solo, pois é através delas que os microrganismos do solo degradam as moléculas orgânicas 

complexas em moléculas mais simples, que podem ser facilmente assimiladas. Além de 

permitir que os microrganismos tenham acesso à energia e nutrientes presentes em substratos 

complexos, as enzimas extracelulares são responsáveis pela decomposição e mineralização 

de nutrientes no solo, disponibilizando-os também para as plantas e promovendo assim a 

ciclagem de nutrientes no solo (ZAK et al., 1994; BURNS e DICK, 2002). 

As principais enzimas utilizadas para avaliação da qualidade do solo estão 

descritas na Tabela 1, pois as enzimas estão presentes no solo tanto associadas às células 

microbianas (enzimas intracelulares), quanto não associadas (enzimas extracelulares). Existem 

correlações entre a atividade enzimática e os outros indicadores biológicos do solo.  



Albuquerque, U.A. Detecção de Enzimas Hidrolíticas em Bactérias Mesofílicas isoladas de Lodo de 
esgoto ........................... 
 
 

 

28

As enzimas exercem funções bioquímicas em todos os processos de decomposição 

da matéria orgânica nos sistemas do solo. Elas são importantes na catálise de várias reações 

necessárias para o processo de vida dos microrganismos em solos e na estabilização de 

estruturas do solo, na decomposição de resíduos orgânicos, formação de matéria orgânica e 

ciclagem de nutrientes (MAKOI e NDAKIDEMI, 2008).  

No solo, as enzimas desempenham um papel importante nos processos de 

mineralização da matéria orgânica. São provenientes de animais, vegetais e fontes 

microbianas e da consequente atividade biológica, incluindo os processos metabólicos de 

todos esses organismos. As informações da atividade enzimática do solo usadas para 

determinar as características microbiológicas são importantes para a qualidade do solo (AŞKIN 

e KIZILKAYA, 2005). As enzimas livres normalmente têm vida curta porque podem ser 

rapidamente desnaturadas, degradadas ou irreversivelmente inibidas. As enzimas 

extracelulares são normalmente associadas com os colóides do solo, como argilas e 

substâncias húmicas e atuam como um núcleo estável da atividade do solo. 

 

Tabela 1- Principais enzimas indicadoras da qualidade do solo 

Enzimas do solo Reação enzimática Atividade indicadora 
Desidrogenase Sistema de transporte de elétrons Atividade microbiana 

Beta-glucosidase Hidrólise de celobiose Clivagem do carbono 

Celulase Hidrólise de celulose Clivagem de carbono 

Urease Hidrólise da uréia Clivagem de nitrogênio 

Amidase Mineralização do nitrogênio Clivagem do nitrogênio 

Fosfatase Liberação de PO4
- Clivagem de fósforo 

Arisulfatase Liberação de SO4
- Clivagem de enxofre 

Fonte: (SAID e PIETRO, 2004). 

 

Balota et al. (2004) investigaram a atividade de algumas enzimas do solo (amilase, 

celulase, arisulfatase e fosfatase) em sistemas de manejo convencional, plantio direto e 

rotação de culturas e observaram significantes correlações entre a atividade enzimática e o C e 

N microbiano do solo. Anteriormente, Zak et al., (1994), Burns e Dick (2002), observaram uma 

relação significativa entre as enzimas, tais como fosfatase, amidase e catalase, e a respiração 

e biomassa microbiana do solo. 
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Como as enzimas estão presentes em baixas concentrações no solo, a 

quantificação destas é feita de maneira indireta, através da medida da sua atividade, e não 

pela sua quantidade. Geralmente a atividade é medida através da quebra de um substrato 

específico para cada enzima em condições padronizadas de pH e temperatura (DECKER et al., 

1999; CARREIRO  et al., 2000). 

As atividades enzimáticas também têm sido utilizadas como indicadores de 

qualidade em solos contaminados com metais pesados. Estudos demonstram que algumas 

enzimas são sensíveis ao aumento da concentração de alguns elementos químicos no solo. 

Foi observado que a atividade das enzimas urease, fosfatase ácida, arilsulfatase e 

desidrogenase diminuíram à medida que aumentaram as concentrações de zinco, cobre, níquel 

e cádmio no solo, enquanto que a atividade da β-glucosidase não sofreu praticamente 

nenhuma alteração, mesmo com altas concentrações desses elementos no solo (KHAN e 

SCULLION, 2000; KHAN e SCULLION, 2002). 

A escolha das enzimas a serem analisadas para avaliar a qualidade do solo baseia-

se na sua sensibilidade ao manejo do solo, na decomposição da matéria orgânica e na 

operacionalidade da análise. As enzimas mais comumente analisadas são as hidrolases 

ligadas aos ciclos dos principais elementos do solo como C, N, P e S (TRASAR-CEPEDA, et 

al., 2008).  

Dentre os fatores externos que influenciam na atividade enzimática do solo, a 

temperatura é um parâmetro físico muito importante. Com o aumento da temperatura aumenta-

se a velocidade das reações de hidrólises até atingir a temperatura ótima. A temperatura 

influencia quase todas as reações celulares e, em geral, as reações procedem mais 

rapidamente em temperaturas mais altas, mas todas as enzimas têm temperatura ótima e uma 

tolerância abaixo e acima dependendo da utilização do substrato (BURGESS e PLETSCHKE, 

2008). 

A International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) classificou as 

enzimas em seis grandes grupos (Tabela 2), de acordo com o tipo de reação que catalisam. 
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Tabela 2 – Nomenclatura das enzimas com suas respectivas características 

 

ENZIMA CARACTERÍSTICAS 

Oxido-redutases Catalisam reações de oxidação-redução. 
O substrato oxidado é um hidrogênio ou doador de elétrons. 

Transferases 
Catalisam a transferência de grupos entre duas moléculas. 

O doador pode ser um cofator (coenzima) que carrega o grupo a ser 
transferido. 

Hidrolases Catalisam a reação de hidrólise de várias ligações covalentes. 

Liases 

Catalisam a clivagem de ligações C-C, C-O, C-N através de hidrólise 
ou oxidação. 

Tem dois substratos envolvidos em uma direção e apenas um na 
direção contrária da reação. 

Isomerases Catalisam a modificação de uma única molécula sem participação de 
outra. 

Ligases 
Catalisam reações de síntese de uma nova molécula a partir da 
ligação entre duas moléculas com a hidrólise de ATP ou outro 

composto trifosfatado. 
Fonte : (SACKHEIM e LEHMAN, 2001). 

 
 
1.3.5 Enzimas Hidrolíticas 
 
1.3.5.1 Urease 
 

A uréia é um dos mais importantes fertilizantes químicos nitrogenados e sua 

aplicação tem sido recomendada no setor agrícola. A urease do solo está envolvida na 

mineralização do nitrogênio e no fornecimento de nitrogênio às plantas a partir de fontes 

naturais e de fertilizantes. A taxa da hidrólise de uréia depende de vários fatores como tipo de 

solo, teor de matéria orgânica, teor de umidade do solo, temperatura e níveis de salinidade e 

alcalinidade. Alguns desses fatores aceleram e outros retardam a taxa de hidrólise de uréia no 

solo. Apesar de ser uma das principais fontes de nitrogênio para as culturas, a uréia tem 

mostrado baixa eficiência por conta do nitrogênio perdido na atmosfera através da volatilização, 

um processo mediado pela urease que causa poluição ambiental (MAKOI e NDAKIDEMI, 

2008). 

Quanto maior for a razão enzima/uréia, mais curto o tempo necessário para a 

completa decomposição da uréia. Uma determinada quantidade de enzima decompõe por 
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unidade de tempo a mesma quantidade de uréia. O tempo requerido para completa 

decomposição da amostra de uréia pode, portanto, ser reduzido na proporção exata que 

diminui a quantidade de uréia na amostra ou aumenta a quantidade de enzima (FLIEBBRACH;  

MARTENS e REBER, 1994). 

No solo, a urease pode ser encontrada como uma enzima livre em solução, ligada a 

partículas coloidais e no interior de células microbianas. A atividade da urease aumenta 

quando ocorre uma elevação da taxa de matéria orgânica no solo e um aumento da biomassa 

microbiana, numa relação diretamente proporcional. A urease é a enzima que catalisa a 

hidrólise da uréia para dióxido de carbono e amônia, afetando a utilização desse importante 

fertilizante nitrogenado. Sua ocorrência é grande em plantas e microrganismos (particularmente 

as bactérias) e tem sido detectada na mucosa gástrica do homem e de alguns animais. Sua 

presença em solo foi primeiro indicado por ROTINI (1935), evidenciando que os solos 

continham urease e indicando ser tal enzima responsável pela conversão do nitrogênio da 

uréia em amônia. Trabalhos recentes foram também realizados por alguns autores (KLOSE & 

TABATABAI, 1999; BENINI ET AL., 1999; OLIVEIRA et al., 2007). 

 À exceção de um grupo pequeno de ureases ácidas, a urease microbiana possui 

um pH ótimo próximo a neutralidade e freqüentemente são desnaturadas de forma irreversível 

pela exposição a valores de pH abaixo de 5. (DOERR, SHAKESBY e WALSH  2000). 

 

1.3.5.2 Amilase 

As amilases são enzimas que pertencem à classe das hidrolases e são 

extensamente produzidas por microrganismos, plantas e animais, e são enzimas conversoras 

do amido (PANDEY et al., 2000; BURHAN et al., 2003; MURALIKRISHNA e NIRMALA, 2005). 

Embora elas possam ser derivadas de diversas fontes, as de origem microbiana são 

geralmente as mais procuradas pelas indústrias. As espécies do gênero Bacillus são 

consideradas as principais fontes de amilases (OLIVEIRA et al., 2007).  

As amilases são responsáveis pelo processo de germinação e maturação de 

sementes e grãos que são fundamentais na digestão do amido nos animais, resultando assim 

na formação de diversos açúcares, que são usados subseqüentemente em várias atividades 

metabólicas, também, no solo (LELOUP et al., 1994).  

As α-amilases podem ser obtidas por diversas espécies microbianas, 

principalmente por linhagens de Aspergillus sp. e Bacillus sp., especialmente Bacillus 

amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis que são as mais utilizadas em processos de 
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fermentação submersa e em diversas aplicações industriais, (RAIMBAULT, 1980; KRUGER et 

al., 1987; BOSE e DAS, 1996; EGAS et al., 1998; VISWANATHAN e SURLIKAR, 2001; 

RUBINDER et al., 2002; RAMACHANDRAN et al., 2004; WANDERLEY et al., 2004; GOYAL et 

al., 2005; NAZMI et al., 2006; KONSOULA e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007).  

Durante décadas as α-amilases tiveram aplicações restritas a processos de 

panificação, sendo sempre utilizadas na forma não purificada. Nos últimos anos as α-amilases 

não têm sido usadas apenas em processos de fermentação, mas extensivamente estudada e, 

em conseqüência disto, encontra-se hoje, no mercado sob formas diversas de α-amilases, com 

diferentes características e aplicações na indústria de processamento de alimentos (ex. 

panificação), farmacêutica, têxteis e de papel (BEYNUM et al., 1985; KEARSLEY e DZIEDIC, 

1995; ELLAIAH et al, 2002; GIGRAS et al., 2002; UMA MAHESWAR RAO,  

SATYANARAYANA, 2007). A maior aplicação para a α-amilase está na produção de 

hidrolisados de amidos. Atualmente são descritas na literatura quatro tipos de enzimas 

conversoras de amido: as endoamilases, as exoamilases, as enzimas desramificadoras e as 

transferases (VANDER MAAREL et al., 2002; SAID e PIETRO, 2004; SYED et al., 2009). 
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ABSTRACT 
 
The sewage sludge is a residue generated during the process of biological residuary water 
treatment, being rich in organic substance and essential nutrients for the plants and the 
microorganisms. The contamination of the ground with contained heavy metals in the sewage 
sludge can result in the reduction of the genetic diversity and provoke alterations of the structure 
of the microbial communities. The bacteria are abundant in microbiota present in the ground, and 
are responsible for diverse existing enzymatic transformations, that assist the processes of 
decomposition and mineralization of diverse nutrients. This work had as objective the isolation, 
identification and hydrolytic enzyme detention (amylase and urease) of the mesophilic bacteria 
gifts in the sewage sludge, the ground and the ground treated with silt. The sewer silt was 
collected in the Station of Treatment of Mangueira, Recife-PE and the ground collected in the 
Experimental Station of Itapirema-IPA, Goiana city. The isolation was carried through through the 
use of the Technique of the Serial Dilution and the identifications made through the comment of 
the macroscopic and microscopic characteristics of the isolated ones, growth in specific ways of 
culture and the colorations of Gram and spores. The hydrolytic enzymes had been detected by 
the described methodology for HANKIN ANAGNOSTAKIS (1979). The gotten results had 
demonstrated that the temperature of 28oC, were the one that got a bigger total amount of 
isolated 259 (being 129 samples in ways with Nail and 130 samples without NaCl), when 
compared the temperature of 37oC that it presented in total 195 isolated (being 92 samples in 
ways with NaCl and 103 samples without NaCl). In both the temperatures had been found 
microorganisms pathogenic (Escherichia coli, Shigella sp, Pseudomonas sp, Alcaligenes sp, 
Enterobacter sp) possibly proceeding from the treatment of the sewer silt. In the enzymatic 
assays, the best ones resulted had been gotten to the 28 oC, where an amylase production was 
gotten in all the isolated ones tested, having the Streptococcus sp (CPU 0120) gotten a halo of 
70 mm. The detention of urease was observed in both the tested temperatures. 
 
Keywords: Sewage Sludge, Amylase, Urease, Hydrolitic Enzyme 
 
 

2.1 INTRODUÇÃO 
 

O lodo de esgoto é um resíduo rico em matéria orgânica, proveniente do 

tratamento de águas residuárias, cuja composição depende do tratamento empregado 

para purificar o esgoto e as características das suas fontes geradoras (população e 
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indústrias). Dependendo da origem das águas residuárias, esse lodo pode conter 

quantidades elevadas de metais e/ou xenobiontes, além de microrganismos 

considerados patogênicos para animais e seres humanos (CAMPOS & ALVES, 2008; 

KITAMURA et al., 2008; LEITE et al., 2009) 

A aplicação desses resíduos no solos pode contribuir para um aumento da 

concentração de nutrientes, como N e P, e para o melhoramento dos atributos físicos 

de solos  altamente intemperizados. No entanto, dependo da origem do lodo de esgoto, 

o aumento da concentração de metais pesados pode contribuir para a contaminação do 

solo e acarretar possível efeito deletérico em plantas e microrganismos (LEITA et al., 

1995; VIG et al., 2003; LAMBAIS & DO CARMO, 2008). 

O funcionamento do ecossistema solo é largamente influenciado pela 

dinâmica da microbiota, pois a mesma possui um papel fundamental na decomposição 

da matéria orgânica. A diversidade microbiana encontrada no lodo de esgoto é 

extremamente elevada, principalmente com relação à quantidade de  bactérias 

mesofílicas patogênicas ou não (SIDHU & TOZE, 2009). 

As enzimas microbianas têm participação essencial nos processos 

relacionados à qualidade do solo, pois é através delas que os microrganismos do solo 

degradam moléculas orgânicas complexas em moléculas simples que podem ser 

assimiladas. Além de permitir que os microrganismos tenham acesso à energia e 

nutrientes presentes em substratos complexos, as enzimas extracelulares são 

responsáveis pela decomposição e mineralização de nutrientes no solo, 

disponibilizando-os também para as plantas e promovendo a ciclagem de nutrientes no 

solo (MAKOL & NDAKIDEMI, 2008; CENCIANI et al., 2008; PASSOS et al., 2008). 

A realização de análises referentes a atividade enzimática do solo, assim 

como de outras análises biológicas e bioquímicas, têm detectado alterações nos solos 

pelo seu uso, manejo ou outras influências antrópicas, com maior antecedência  do que 

os indicadores químicos e biológicos. Como as enzimas estão presentes em baixas 

concentrações no solo, a quantificação é feita de maneira indireta, através da medida 

da sua atividade, e não pela sua quantidade (MATSUOKA et al., 2008; CHAER & 

TÓTOLA, 2007).  
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As ureases  participam do ciclo do N, contribuindo para liberação de N 

inorgânico. A urease catalisa a hidrólise da uréia a CO2 e NH3, e é amplamente 

distribuída na natureza e é detectada em microrganismos, plantas e animais (KLOSE & 

TABATABAI, 2000; IMAMURA et al., 2006). As amilases são enzimas que pertencem à 

classe de hidrolases, sendo extensamente produzidas por microrganismos, plantas e 

animais, e são enzimas conversoras do amido (MURALIKRISHNA & NIRMALA, 2005; 

PRAKASH GOUD et al., 2009). Embora elas possam ser derivadas de diversas fontes, 

as de origem microbiana são geralmente as mais procuradas pelas indústrias. As 

espécies do gênero Bacillus são consideradas as principais fontes de amilases 

(OLIVEIRA et al, 2007). Atualmente são descritas na literatura quatro tipos de enzimas 

conversoras de amido: as endoamilases, as exoamilases, as enzimas desramificadoras 

e as transferases (VAN DER MAAREL et al., 2002).  

O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a identificação das bactérias 

mesofílicas presentes no lodo de esgoto e avaliação da atividade enzimática desses 

isolados, através da detecção de amilase e urease, e verificando o efeito da presença 

ou ausência de NaCl e da temperatura na atividade enzimática.  

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Lodo de Esgoto, Solo Agricultável e Solo com Adição de Lodo 

O lodo de esgoto foi coletado na Estação de Tratamento de Esgoto da Mangueira, 

localizada no bairro da Mangueira, Região Metropolitana do Recife-PE, oriundo do 

tratamento de esgoto tipicamente doméstico. O sistema de tratamento é formado por 

Reator Anaeróbio de Fluxo Ascendente e manta de lodo (UASB) e lagoa de polimento, 

com desidratação natural do lodo de excesso do UASB em leitos de secagem, com 

produção de aproximadamente 10 t/mês (massa seca com 60 % de umidade) de lodo 

de esgoto. O solo foi coletado na Estação Experimental de Itapirema-IPA, município de 

Goiana-PE, que, após coleta foi seco ao ar e peneirado (5 mm). O solo recebeu doses 

de lodo de esgoto nas proporções de 0, 25, 50 e 75 ton/ha. 
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Isolamento das Bactérias Mesofílicas – Foi utilizada a técnica das diluições 

múltiplas, onde foram pesadas 1 grama de cada tratamento (0, 25, 50 e 75 t/ha) e 

diluídas em tubos contento água estéril nas seguintes diluições: 10 -1, 10 -2 , 10 -3 , 10-4, 

10-5 e 10-6. Foram retirados 1 mL das três últimas diluições e colocadas em placas de 

Petri contendo o meio Ágar Nutritivo (AN) contendo ou não NaCl na concentração de 5 

%. As placas foram incubadas a 28 e 37 oC, durante 5 dias, com acompanhamento 

diário. Foram verificadas as características macroscópicas das colônias isoladas nas 

temperaturas testadas, bem como a influência da presença do NaCl nas colônias 

isoladas. 

 

Seleção e identificação das Colônias de Bactérias – Após o período de incubação 

em diferentes temperaturas, as colônias foram selecionadas de acordo com a forma e a 

coloração apresentada nas placas de Petri contendo ou não a presença de cloreto de 

sódio (NaCl), sendo repicadas para tubos contendo o mesmo meio do isolamento, 

sendo mantidas a 4 oC. As colônias foram identificadas segundo a metodologia descrita 

por KONOPHA et al. (2000) no meio Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI – triple sugar iron). 

Foram realizadas colorações de Gram e de esporos para confirmação dos gêneros 

bacterianos isolados. 

 

Determinação de Metais Pesados – Os metais pesados foram determinados por 

absorção atômica com chama de ar-acetileno. 

 

Detecção da Atividade Enzimática  

 

Detecção da Amilase - Para a detecção da atividade aminolítica foi utilizada a 

metodologia descrita por HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1979), usando meio Ágar 

Nutritivo acrescido de 0,2 % de amido, que foi  posteriormente distribuído em placas de 

Petri. Após solidificação do meio, foi realizado um furo no centro da placa, onde foi 

inoculada uma suspensão bacteriana previamente preparada de 100 µL. As placas 

foram incubadas à 28 °C e 35 °C, durante 96 horas, com acompanhamento diário. A 
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produção da enzima foi evidenciada após lavagem das placas com uma solução de 

lugol,  através da formação de um halo opaco em volta da colônia. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

Detecção da Urease - Para a detecção da atividade ureásica foi empregado o método 

de HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1979), utilizando Ágar Nutriente (camada inferior), 

com adição de 5 % de uréia. A camada superior foi feita com Ágar Tampão Fosfato, 

acrescido de 5 % de solução de uréia e 5% de solução de Azul de Bromotimol. Após 

solidificação do meio de cultura, foi realizado um furo no centro da placa de Petri com 

diâmetro 0,8cm, onde foram inoculados 100µL da suspensão bacteriana previamente 

preparada. As placas foram incubadas à 28°C e 37°C, durante 96 horas, com 

acompanhamento diário. Após o período de crescimento microbiano, a presença de um 

halo amarelo claro em torno da colônia indicou a presença da urease. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata.  

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

   

Os microrganismos estão diretamente envolvidos nos ciclos dos nutrientes 

do solo e, aliada à quantificação de bactérias e fungos totais, a avaliação de 

determinados grupos microbianos dá a indicação de como os processos bioquímicos 

estão ocorrendo (SILVEIRA et al., 2004) . As avaliações das densidades populacionais 

na comunidade microbiana nos solos são importantes, tanto na identificação de fatores 

que exercem influência no equilíbrio microbiológico dos solos, como na caracterização 

das relações entre os diferentes grupos e espécies de microrganismos. 

Frequentemente estas avaliações são realizadas com base em diluições seriadas da 

suspensão do material sólido disponível, com contagens das Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC) em placas de Petri (RANJARD & RICHAUME, 2001; LIU et al., 2006).  

Foram isoladas as bactérias mesofílicas presentes no lodo de esgoto, no 

solo agricultável e no solo com adição de lodo (0, 25, 50 e 75 t/ha) em diferentes 

temperaturas (28 e 37 oC) e em meios contendo ou não NaCl (Tabelas 1 e 2). Nas 
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amostras lodo de esgoto na temperatura de 28 oC foram isoladas 259 bactérias, sendo 

129 colônias no meio contendo NaCl e 130 sem NaCl. Verifica-se que a maior 

quantidade de bactérias foram isoladas na amostra de 75 t/ha sem a presença de NaCl 

(43). Na temperatura de 37 oC, foram isoladas 195 bactérias, sendo 92 no meio de 

cultura contendo NaCl e 103 colônias no meio com ausência salina. A maior 

quantidade de isolados mesofílicos também foi verificado na amostra tratada de 75 t/h 

sem a presença de NaCl (34). 

Os resultados quantitativamente obtidos corroboram com os dados descritos 

na literatura (TORSVIK et al., 1996; WARDLE, 2006), pois as avaliações das 

densidades populacionais na comunidade microbiana nos solos, são consideradas 

importantes na identificação de fatores que exercem influência no equilíbrio 

microbiológico dos solos, como na caracterização das relações entre as espécies de 

microrganismos. A adequação dos procedimentos na preservação e no período de 

armazenamento das amostras de solo, do momento da coleta até sua utilização 

laboratorial, também é de importância fundamental no processo de avaliação das 

comunidades microbianas. As modificações das condições físicas, químicas e 

biológicas destas amostras devem ser minimizadas, visto que a atividade dos 

microrganismos é um processo dinâmico ao longo do tempo, e depende diretamente 

das condições ambientais (TORSVIK et al., 1996; WAGNER & LOY, 2002). A presença 

de excesso de sais inorgânicos e orgânicos no meio de cultura, favorece ao 

aparecimento de consórcios ou de microrganismos halofílicos, que tendem a suportar 

uma descarga maior de poluentes ambientais, como os metais pesados, pois a 

ocorrência desses problemas não dependem apenas da concentração, mas da espécie 

química presente, que varia em função  de fatores como o pH e o potencial de óxido-

redução (SMITH, 2009; AN, & KIM, 2009; GILLER et al., 2009). 

Após o isolamento em diferentes temperaturas e na presença e ausência de 

NaCl, as colônias bacterianas foram mantidas em meio AN, e receberam uma 

numeração prévia que identificava a temperatura de isolamento, o meio com presença 

ou ausência de sal e procedência da amostra. Em seguida foram selecionadas colônias 

bacterianas baseadas em características macroscópicas (cor, verso e reverso da 

colônia, produção de pigmentos, etc). As colônias foram transferidas para o meio TSI 

para a identificação das colônias, além da realização da Coloração de Gram. Na 
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Tabela 3 e 4, encontram-se os resultados da identificação bacteriana das amostras em 

diferentes temperaturas de 28 e 37 ºC. Nas culturas isoladas a 28 oC constatou-se a 

presença de bactérias patogênicas dos gêneros Enterobacter, Serratia, Escherichia, 

Shigella, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Alcaligenes em todas as amostras de 

lodo e de solo tratado. Nas culturas isoladas a 37 oC descritas na Tabela 4, verifica-se 

a presença das mesmas espécies bacterianas isoladas a 28 oC, porém havendo um 

predomínio quantitativo maior de amostras de Escherichia coli  e de outras bactérias 

entéricas patogênicas, e três amostras de actinomicetos. Esses resultados revelam que 

as densidades de populações bacterianas específicas podem ser estimadas 

quantitativamente e qualitativamente, através de atributos que os microrganismos 

apresentam, e que possibilitam a sua diferenciação das demais comunidades 

bacterianas e microbianas presentes (DUDLEY et al., 1980; SANTAMARIA & 

TORANZOS, 2003; CAVINATTO & PAGANINI, 2007; VAZ-MOREIRA et al., 2008; 

JATINDER & TOZE, 2009). O lodo gerado no tratamento de esgoto geralmente 

apresenta uma alta taxa de matéria orgânica, fósforo, nitrogênio e micronutrientes 

(SINGH & AGRAWAL, 2008; JEZIERSKA-TYS & FRAC, 2008). Esse resíduo se for 

tratado com cal, tem características de corrigir a acidez do solo, pois, quando o lodo é 

submetido ao processo de estabilização alcalina, seu pH fica básico. O nitrogênio é o 

principal componente do lodo de esgoto, logo pode-se afirmar que o elemento é o 

referencial para limitação de suas taxas de aplicação (BETTIOL & CAMARGO, 2000; 

AGUSTINI & ONOFRE, 2007; COLODRO et al., 2007).  

A problemática de altos índices de metais pesados no lodo é o aspecto mais 

importante, tendo em vista, quando se visava o aproveitamento agrícola do lodo de 

esgoto, pois a contaminação de metais nos solos poderia causar problemas 

irreversíveis, hoje esse processo já está controlado. Os metais adicionados ao solo 

através do lodo de esgoto, podem mudar sua composição química, e também 

persistirem no solo de uma forma extraível e disponível à absorção pelas plantas, e aos 

consórcios de microrganismos nativos do solo por vários anos. Foram realizados 

ensaios para determinação de metais na amostra de lodo de esgoto proveniente da 

Estação Mangueira. Os resultados obtidos evidenciam uma baixa concentração de 

cádmio (2,2 mg/kg) e de níquel (10 mg/kg) e uma alta concentração de alumínio (14600 

mg/kg), cálcio (1180 mg/kg), cobre (909,8 mg/kg) e zinco (600 mg/kg). Esses resultados 
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sugerem que aplicações de lodo de esgoto possivelmente operam como com agente 

seletivo, estreitando a diversidade da população microbiana, porém para as espécies 

que permanecem, o lodo de esgoto não tem efeito negativo ou mesmo pode aumentar 

o crescimento de alguns gêneros de microrganismos, principalmente bactérias e fungos 

filamentosos. Os estudos realizados mostram a diminuição da diversidade da 

população microbiana do solo após aplicações de lodo de esgoto, porém verificando 

igual ou maior biomassa total do solo (WYSZKOWSKA & WYSZKOWSKI, 2002; 

NWUCHE & UGOJI, 2008).  

 As enzimas têm uma participação essencial nos processos relacionados à 

qualidade do solo, pois é através delas que os microrganismos do solo degradam as 

moléculas orgânicas complexas em moléculas simples que podem ser assimiladas. As 

enzimas extracelulares são responsáveis pelos processos de decomposição e 

mineralização de nutrientes no solo, disponibilizando-os também para as plantas e 

promovendo a ciclagem de nutrientes do solo (GIANFREDA et al., 2002; YU et al., 

2007; ACOSTA-MARTÍNEZ et al., 2007; MAKOL e NDAKIDEMI, 2008).  

Foi realizado um estudo do potencial biotecnológico das bactérias 

mesofílicas isoladas e identificadas do lodo de esgoto da estação da Mangueira, 

através da determinação em meio sólido da presença de amilase e urease, em 

diferentes temperaturas de produção (28 e 37 oC).  

Os resultados obtidos estão descritos nas Tabelas 6 e 7 respectivamente. 

Na Tabela 6 estão descritos os valores obtidos à 28 oC para a amilase, observa-se que 

todos os isolados testados apresentaram atividade aminolítica, porém o melhor 

resultado foi obtido com a amostra de Streptococcus sp (UCP 0120) que apresentou 

um halo de 70 mm. Na detecção de urease, das 10 amostras testadas, 5 amostras 

apresentaram a mudança de coloração característica da urease e 5 amostras não 

apresentaram. Na Tabela 7 estão os valores obtidos para os ensaios enzimáticos à 37 
oC. Observa-se que todas as amostras testadas não apresentaram atividade 

aminolítica, e que das 7 amostras testadas, 5 amostras apresentaram a mudança de 

coloração característica da urease e apenas 2 amostras não apresentaram. 

As avaliações de atividades enzimáticas do solo podem ser úteis para 

indicar em que a medida está desempenhando seu potencial de ciclagem de nutrientes, 
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nitrificação, oxidação e outros processos vitais desempenhados pelos microrganismos. 

As enzimas estão presentes em baixas concentrações no solo, por isso a sua 

quantificação é realizada de maneira indireta, através da medida da sua atividade, e 

não pela sua quantidade. Geralmente, a atividade é medida através da quebra de um 

susbtrato específico para cada enzima a ser avaliada, em condições padronizadas de 

pH e temperatura (GIANFREDA et al., 2002; KIZILKAYA & BAYRAKH, 2005; 

CALDWELL 2005; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006; MAKOL & NDAKIDEMI, 2008; 

BURGESS &PLETSCHKE, 2008).  

Na Tabela 8 encontram-se descritas as bactérias mesofílicas isoladas de 

lodo de esgoto à 28 e 37 oC. Verifica-se que a grande maioria das bactérias isoladas 

são de origem patogênica, que mesmo após o tratamento do lodo de esgoto com solo 

em diferentes quantidades, ainda persistem mesmo quando o solo é tratado com 70 

t/hac. A Escherichia coli  foi detectada em ambas as temperaturas testadas, sendo um 

sinal de alerta, pois a mesma é considerada um microrganismo indicador da presença 

de coliformes fecais em diversos ambientes (EDRINGTON et al., 2009; MANSILHA et 

al., 2009; ARTHHURSON, 2008). 

 

 
RESUMO 
O lodo de esgoto é um resíduo gerado durante o processo de tratamento biológico de águas 
residuárias, sendo rico em matéria orgânica e nutrientes para as plantas e os microrganismos. 
A contaminação do solo com metais pesados contidos no lodo de esgoto pode resultar na 
diminuição da diversidade genética e provocar alterações da estrutura das comunidades 
microbianas. As bactérias são microrganismos abundantes na microbiota presente no solo, e 
são responsáveis por diversas transformações enzimáticas existentes, que auxiliam os 
processos de decomposição e mineralização de diversos elementos químicos. Este trabalho 
teve como objetivo o isolamento, identificação e detecção de enzimas hidrolíticas (amilase e 
urease) das bactérias mesofílicas presentes. O lodo de esgoto foi coletado na Estação de 
Tratamento de Esgoto da Mangueira, Recife-PE e o solo coletado na Estação Experimental de 
Itapirema-IPA, município de Goiana-PE. O isolamento foi realizado através da utilização da 
Técnica da Diluição Seriada e as identificações feitas através da observação das 
características macroscópicas e microscópicas dos isolados, crescimento em meios de cultura 
específicos e as colorações de Gram e de esporos. As enzimas hidrolíticas foram detectadas 
pela metodologia. Os resultados obtidos demonstraram que a temperatura de 28 oC, foi a que 
obteve uma maior quantidade total de isolados (259 sendo 129 amostras em meios com NaCl e 
130 amostras sem NaCl), quando comparada à temperatura de 37 oC que apresentou no total 
195 isolados (sendo 92 amostras em meios com NaCl e 103 amostras sem NaCl). Em ambas 
as temperaturas foram encontrados microrganismos patogênicos (Escherichia coli, Shigella sp, 
Pseudomonas sp, Alcaligenes sp, Enterobacter sp) possivelmente provenientes do tratamento 
do lodo de esgoto. Nos ensaios enzimáticos, os melhores resultados foram obtidos à 28 oC, 
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onde foi obtido uma produção de amilase em todos os isolados testados, tendo o 
Streptococcus sp (UCP 0120) obtido um halo de 70 mm. A detecção de urease foi observada 
em ambas as temperaturas testadas. 
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Tabela 1- Isolamento de bactérias mesofilicas à 28 oC 
 
 

 
Amostra (t/hac) 

 
Com NaCl 

 
Sem NaCl 

 
0 
 

28 40 

25 
 28 26 

50 
 36 21 

75 37 43 

TOTAL 129 130 

Bactérias isoladas 259 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2- Isolamento de bactérias mesofilicas à 37 oC na presença e ausência de NaCl 
 
 

 
Amostra (t/hac) 

 
Com NaCl 

 
Sem NaCl 

 
0 
 

 
33 

 
32 

25 
 21 22 

50 
 20 15 

75 18 34 

TOTAL 92 103 

Bactérias isoladas 195 
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Tabela 3 – Identificação das bactérias mesofílicas selecionadas e isoladas de lodo de esgoto e amostras 

tratadas à 28 oC 

 
Amostra 

 
Procendência  (t/hac) 

 
Gênero 

 
0198 

 
75 

 
Alcaligenes sp 

0188 0 Alcaligenes sp 
0136 50 Alcaligenes sp 
0122 0 Alcaligenes sp 
0133 0 Bacillus sp 
0096 50 Enterobacter sp 
0137 0 Enterobacter sp 
0118 75 Enterobacter sp 
0138 50 Escherichia coli 
0140 0 Escherichia coli 
0180 50 Escherichia coli 
0195 50 Escherichia coli 
0194 50 Escherichia coli 
0135 50 Escherichia coli 
0132 0 Pseudomonas sp 
0191 25 Pseudomonas sp 
0192 25 Serratia sp 
0139 0 Serratia sp 
0099 0 Shiguella sp 
0095 0 Shiguella sp 
0141 0 Shiguella sp 
0098 25 Shiguella sp 
0120 75 Steptococcus sp 

 

 

 

Tabela 4 – Identificação das bactérias mesofílicas selecionadas e isoladas de lodo de esgoto 

 e amostras tratadas à 37 oC. 

 
Amostra 

 
Procendência  (t/hac) 

 
Gênero 

 
0174 

 
75 

 
Escherichia coli 

0113 25 Escherichia coli 
0182 25 Escherichia coli 
0146 75 Alcaligenes sp 
0145 50 Escherichia coli 
0116 0 Shiguella sp 
0102 0 Escherichia coli 
0183 75 Actinomycetes 
0148 75 Escherichia coli 
0180 75 Bacillus sp 
0172 75 Shiguella sp 
0173 25 Shiguella sp 
0173 25 Actinomycetes 
0176 75 Escherichia coli 
0177 25 Actinomycetes 
0179 75 Escherichia coli 
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Tabela 5 – Caracterização química do lodo de esgoto da 

Estação de Tratamento Mangueira, Recife-PE 

Elementos Químico Teor Encontrado (mg/Kg) 

Ca 1180 ± 0,02 

Mg 755 ± 0,004 

Al 14600  ± 0,3 

Zn 600 ± 0.01 

Cu 909.8  ± 0.001 

Ni 10  ±0,01 

Cd 2,2 ± 0.0004 

Fe 2390  ± 0,2 

Mn 189 ± 0,003 

Cr 22  ± 0,001 

 
 
 
 
 
Tabela 6 – Detecção de amilase e urease em amostras de bactérias mesofílicas isoladas à 28 oC 
 

Amostra Amilase 
halos (mm) 

Urease 

 
Enterobacter sp (UCP 0137) 

 
42 

 
(+) 

Bacillus sp (UCP 0119) 42 (-) 
Serratia sp (UCP 0139) 27 (+) 
Shigella sp (UCP 0099) 64 (+) 
Streptococcus sp (UCP 0120) 70 (-) 
Staphylococcus aureus (UCP 0095) 66 (-) 
Escherichia coli (UCP 0140) 64 (+) 
Pseudomonas sp (UCP 0206) 47 (+) 
Serratia sp (UCP 0192) 52 (-) 
Escherichia coli (UCP 0123) 50 (-) 

 
(-) não detectado; (+) mudança intensa de coloração 
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Tabela 7 – Detecção de amilase e urease em amostras de bactérias mesofílicas isoladas à 37 oC 
 
 

Amostra Amilase 
halos (mm) 

Urease 

Alcaligenes sp (UCP 0183) (-) (-) 
Shigella sp (UCP 0109) (-) (+) 
Alcaligenes sp (UCP 0177) (-) (-) 
Escherichia coli  (UCP 0174) (-) (+) 
Shigella sp (UCP 0173) (-) (+) 
Escherichia coli  (UCP 0178) (-) (+) 
Escherichia coli (UCP 0176) (-) (+) 

 
(-) não detectado; (+) mudança intensa de coloração 
 
 
 
 
Tabela 8 – Isolamento e Identificação de bactérias mesofílicas isoladas de lodo de esgoto à 28 e 37 oC 
 
 

 
Amostra 

 
Temperatura  (oC) 

 
Gênero 

 
0174 

 
28 

 
Escherichia coli 

0113 28 Escherichia coli 
0182 37 Escherichia coli 
0146 28 Alcaligenes sp 
0145 37 Escherichia coli 
0116 28 Shiguella sp 
0102 37 Escherichia coli 
0183 28 Actinomycetes 
0148 37 Escherichia coli 
0180 28 Bacillus sp 
0172 28 Shiguella sp 
0173 37 Shiguella sp 
0120 28 Streptococcus sp 
0176 37 Escherichia coli 
0192 37 Serratia sp 
0179 28 Escherichia coli 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

 

 Foram isoladas 195 bactérias mesofílicas a 37ºC, sendo que 12 amostras em 

meios contendo NaCl e 103 amostras em meios na ausência de NaCl ; 

 

 Foras isoladas 259 bactérias mesofílicas a 28ºC sendo 129 amos em meio 

contendo NaCl e 30 amostra sem a presença de NaCl ; 

 

 Na detecção de metais presentes no lodo de esgoto, foi evidenciada uma baixa 

concentração de cádmio (2,2 mg/Kg) e de níquel (10 mg/Kg) e uma alta 

concentração de alumínio (14600 mg/Kg), cálcio (1180 mg/Kg), cobre (909,8 

mg/Kg) e zinco (600 mg/Kg); 

 

 Foram detectadas em ambas as temperaturas de isolamento, bactérias 

patogênicas (Escherichia coli, Pseudomonas sp, Shigella sp, Enterobacter sp, 

Serratia sp, Streptococcus sp, Alcaligenes sp); 

 

 Na detecção de amilase, os melhores resultados foram obtidos nas amostras de 

bactérias mesofílicas  isoladas 28°C, onde todas apresentaram a formação do 

halo característico, sendo o melhor resultado foi obtido com a amostra de 

Streptococcus sp (UCP 0120), que apresentou um halo de 70 mm; 

 

 Na detecção de urease, os melhores resultados foram obtidos nas amostras 

isoladas à 37 oC, onde das 7 amostras testadas, 5 amostras apresentaram a 

mudança de coloração característica da enzima e apenas duas não 

apresentaram;  

 
 A presença de NaCl nos meios não teve uma influência significativa quantitativo 

n o isolamento de bactérias mesofílicas em diferentes temperaturas; 

 

 Através dos resultados obtidos no isolamento e identificação das bactérias 

mesofílicas presentes no lodo de esgoto, foi verificada a presença de uma 
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grande quantidade de bactérias patogênicas, principalmente de origem fecal, 

que mesmo após o tratamento com o solo com diferentes concentrações, 

permaneceram nos solos tratados em diferentes doses e temperaturas. 
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