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RESUMO

As Estacbes de Tratamento de Esgotos (ETES) surgiram para amenizar a poluicdo
nos fluxos hidricos decorrentes dos despejos desse residuo, como por exemplo, o lodo de
esgoto. Esse residuo esta sendo muito utilizado na agricultura por ser rico em matéria
organica e nutrientes, ajudando na produtividade e fertilidade do solo e contribuindo para o
aumento da microbiota no mesmo. Neste trabalho, foram caracterizados os fungos
residentes no lodo de esgoto, no solo e no solo com adicdo de lodo, avaliando o potencial
biotecnoldgico da micobiota do lodo com breve estudo sobre o efeito da temperatura na
atividade enzimética dos mesmos. O lodo de esgoto foi coletado na Estagdo de Tratamento
de Esgoto Mangueira, Recife-PE e o solo coletado na Estacdo Experimental de Itapirema-
IPA, municipio de Goiana-PE. As adi¢cdes de lodo ao solo foram feitas nas doses de 0, 25,
50 e 75 ton/ha. Para o isolamento da microbiota fungica foi utilizada a técnica da diluicdo
seriada e posterior plagueamento em meios seletivos. A identificacdo da micobiota foi feita
através das analises das caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos isolados,
baseadas nos trabalhos descritos por alguns autores. A detecg&o da atividade enzimatica da
celulase, lipase e urease foi baseada na metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis
(1975), com andlise da influéncia da temperatura nas atividades. Os resultados mostram
que no lodo de esgoto estdo presentes os géneros Aspergillus sp., Chrysosporium sp.,
Monotospora sp., Penicillium sp. e Scedosporium sp.; no solo os géneros Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Mucor sp. e Penicillium sp. e no solo com adi¢do de lodo de esgoto os
géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp., mostrando o impacto causado na micobiota do
solo. Os fungos do lodo mostraram melhores resultados na atividade lipasica, destacando o
género Chrysosporium sp. como o que melhor apresentou atividade enzimatica na celulase
e lipase nas duas temperaturas testadas (28°C e 35°C). A atividade ureasica mostrou-se

com valores pouco significantes em relacéo aos resultados das demais enzimas.

Palavras-Chave: Lodo de Esgoto, Fungos Filamentosos, Enzimas Hidroliticas

Vi
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ABSTRACT

The Stations Wastewater Treatment Plant appeared to lessen the pollution in water
flows resulting from dumping of waste, such as sewage sludge. This residue is widely used
in agriculture to be rich in organic matter and nutrients, helping in the productivity and soil
fertility and contributing to the increase in the microbiota. In this work, we characterized the
fungi living in the sewage sludge, soil and soil with the addition of sludge, assessing the
potential of biotechnology mycobiota the mud with a brief study on the effect of temperature
on enzyme activity of the same. The sewage sludge was collected at the Wastewater
Treatment Plant Mangueira, Recife-PE and soil collected at the Experimental Station of
Itapirema-IPA, city of Goiana-PE. The additions of sewage sludge to the soil were made at
doses of 0, 25, 50 and 75 ton/ha. For the isolation of fungal microbiota was the technique of
serial dilution and subsequent plating on selective media. The identification of mycobiota was
made through the analysis of macroscopic and microscopic characteristics of the isolates,
based on the work described by other authors. The detection of enzyme activity of cellulase,
lipase and urease was based on the methodology described by Hankin and Anagnostakis
(1975), with analysis of the influence of temperature on activities. The results show that the
sewage sludge are present the genera Aspergillus sp., Chrysosporium sp., Monotospora sp.,
Penicillium sp. and Scedosporium sp.; soil the genera Aspergillus sp., Cladosporium sp.,
Mucor sp. and Penicillium sp. and soil with the addition of sewage sludge the genera
Aspergillus sp. and Penicillium sp., showing the impact on mycobiota soil. Fungi the sludge
showed better results in the lipase activity, with the genus Chrysosporium sp. presented as
the best enzyme activity in cellulase and lipase in the two tested temperatures (28°C and
35°C). The urease activity was shown with little significant value in relation to the results of

other enzymes.

Key Words: Sewage Sludge, Filamentous Fungi, Microbial Hydrolitic Enzyme

Vil
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1.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional mundial tem ocorrido de uma maneira rapida e
desordenada, resultando no aparecimento e formacdo de cidades sem infra-estrutura e sem
disponibilidade de servicos urbanos capazes de comportar a populacdo, aumentando os
problemas ambientais. H4 alguns anos, a maioria das cidades brasileiras jogava seu esgoto
diretamente nos sistemas hidricos, poluindo-os e contribuindo assim para formacdo de
situagbes caoticas (PIRES, 2007). Para tentar reverter ou a0 menos amenizar o problema,
foram criadas diversas politicas de incentivo ao saneamento béasico e as instalacdes de
Estac6es de Tratamento de Esgotos (ETEs) na maioria das cidades, para que as aguas
residuérias fossem coletadas e tratadas de uma maneira correta, antes de sua devolu¢do aos
cursos hidricos. Com a instalagdo das ETEs, um novo problema ambiental foi gerado: a
disposicao final do lodo de esgoto, residuo produzido durante o processo de tratamento das
aguas residuéarias (ANDRADE, MATTIAZZO, 2000).

Esse residuo é considerado um dos mais prejudiciais a vida dos seres humanos, pois
causa a poluicdo dos rios e afeta a saude da populagdo. Porém & muito rico em matéria
organica e em macro e micronutrientes (SANTOS, BETTIOL, 2001). Devido a essa
caracteristica, o lodo de esgoto esta sendo muito utilizado na agricultura aumentando a
produtividade e a fertilidade do solo. Porém, ele pode causar sérios danos aos diversos
ecossistemas existentes e a satde humana por trazer em sua composicao diversos poluentes,
como metais pesados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), além da presenca de
diversos organismos considerados patogénicos (virus, fungos e bactérias) que se acumulam no
solo e afetam a populacdo humana (KACPRZAK, STANCZYK-MAZANEK, 2003).

O impacto do lodo em solos tem alterado a presenca de fatores fisicos e quimicos, que
envolvem os parametros de produtividade em plantas. Avaliacbes feitas em campos de
experimentos demonstram que o0s tratamentos organicos utilizados ndo s6é melhoram a
estrutura quimica do solo, como também influenciam na estrutura da microflora presente nesse
solo (PEREZ-PIQUERES et al, 2006). A aplicacdo do lodo de esgoto a curto e longo prazo
pode afetar diretamente ou indiretamente a estrutura e diversidade de comunidades de plantas,
de animais e de microrganismos presentes (SULLIVAN et al, 2006).

Diversos estudos realizados comprovam que a aplicagcdo do lodo de esgoto pode
estimular o crescimento microbiano do solo, devido ao aumento de material organico, carbono
organico e nutrientes (nitrogénio e fésforo) presentes em sua composi¢do original, e que
contribuem influenciando as diversas caracteristicas bioquimicas microbianas e também na
qgualidade do solo (PASCUAL et al, 2007).
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Entretanto, as contamina¢gbes do solo por metais pesados provocam mudancas
drasticas nos microrganismos residentes. Algumas espécies podem ser eliminadas, enquanto
outras aumentam em demasiado, ocorrendo assim um desequilibrio do consércio microbiano
existente no local. A presenca de metais em excesso diminui a diversidade funcional dos
microrganismos, enquanto que sua aplicacdo nas doses corretas (controle de poluentes)
aumentam a atividade microbiana do solo (BANERJEE et al, 1997). A aplicacdo do lodo de
esgoto com grandes concentracdes de metais pesados no solo diminui o nUmero de fungos
comparado com a aplicacdo do lodo de esgoto com baixas concentracfes desses poluentes
(STOVEN et al, 2005).

Sdo descritos no lodo de esgoto a existéncia de diversos géneros de fungos
filamentosos, como Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Spicaria e Hyaloflorae. Alguns sdo
identificados taxonomicamente em nivel de espécie, como o Penicillium (P. corylophilum, P.
waksmanii, P. citrinum) e o Aspergillus (A. terrues, A. flavus) (FAKHRU'L-RAZI et al, 2002).
Estdo também presentes os fungos queratinoliticos, que sdo capazes de atacar e destruir a
queratina, produzindo estruturas como hifas radiais que penetram e destroem a superficie de
cabelos e unhas (ULFIG, 2007). Esses microrganismos contribuem para a decomposi¢cao dos
substratos queratinosos e fornecem a outros fungos ndo queratinoliticos os produtos da
decomposicao da queratina (FILIPELLO-MARCHISIO, 2000).

Os microrganismos sao extremamente versateis na producédo de inUmeras substancias
de grande importancia biotecnoldgica, entre elas as enzimas microbianas. As enzimas sao
catalisadores organicos produzidos por células vivas e que participam das reacdes quimicas
Nnos processos vitais. S8o0 capazes de atuar especificamente em todas as principais
macromoléculas biolégicas, proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucléicos, como também
em moléculas menores como os aminoacidos, 0s agUcares e as vitaminas (SOLEWICZ, 1987).

As enzimas industriais sdo usadas numa variedade de aplicacbes diferentes variando
de detergentes, alimentos e bebidas até o processamento de couro. Muitas dessas enzimas
sao produzidas por fungos filamentosos, que tem a capacidade de produzir e secretar a enzima
desejada em altas concentragbes (HAACK et al, 2006). Algumas enzimas regulam o
funcionamento do ecossistema e desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes.
Estas enzimas determinam os processos metabdlicos do solo que dependem das propriedades
fisicas, quimicas, microbioldgicas e bioquimicas do mesmo (MAKOI, NDAKIDEMI, 2008).

Neste trabalho, foram caracterizados os fungos filamentosos residentes no lodo de
esgoto, no solo agricultavel e no solo com adi¢édo de lodo e, avaliada as atividades de enzimas

hidroliticas do lodo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

» Avaliar o impacto da utilizacéo do lodo de esgoto sobre a micobiota presente em solos
agricultaveis e analisar o perfil biotecnolégico dos isolados desse residuo através da

detecc¢édo da atividade enzimatica.

1.2.2 Objetivos Especificos

» lIsolar e identificar os fungos filamentosos presentes no lodo de esgoto, no solo

agricultavel e no solo com adi¢éo de lodo;

» Verificar a atividade enzimatica da celulase, da lipase e da urease nos fungos

filamentosos isolados do lodo de esgoto;

» Estudar a influéncia da temperatura na atividade enzimatica desses isolados do lodo.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Lodo de Esgoto: ConsideracOes Gerais

A geracao de residuos esté relacionada com a atividade humana e com o aumento da
populagéo, sendo a producdo de esgoto um dos mais prejudiciais ao ambiente. Geralmente, o
esgoto produzido é lan¢ado diretamente nos cursos d’agua e para reduzir a poluicdo ambiental,
h& necessidade de se realizar a coleta e o tratamento do mesmo. Nesse processo € gerado um
residuo denominado lodo de esgoto, rico em matéria organica e nutrientes, o qual necessita de
uma adequada disposicao final (BETTIOL, CAMARGO, 2000).

Segundo Tsutiya et al (2001) as alternativas mais usuais para 0 aproveitamento e/ou
destino final de lodos séo as seguintes:

e Uso agricola;

e Aplicacdo em plantacdes florestais;

e Disposi¢do em aterro sanitario;

e Reuso industrial (producdo de agregado leve, fabricacdo de tijolos e cerdmicas e
producédo de cimento);

¢ Incineracao;

¢ Recuperacao de solos (areas degradadas e areas de mineracao);

e Disposigéo oceénica.

Entre as alternativas de disposi¢éo final, a para fins agricolas apresenta-se como uma
das mais convenientes, pois combina disposicdo com reciclagem, gerando uma maior
economia de energia e de recursos naturais, na medida em que diminui as necessidades de
fertilizacdo mineral. Sendo assim, o lodo de esgoto tem se revelado uma alternativa viavel e
conveniente, por ser rico em matéria organica e outros elementos (macro e micro nutrientes),
melhorando assim as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo (COLODRO et al,
2007).

Durante as Ultimas décadas, foram levantadas questfes sobre os riscos relacionados
com 0s metais pesados e 0s compostos organicos xenobiéticos (XOCs) presentes no lodo de
esgoto, por conter restos de materiais de construcdo, produtos farmacéuticos, produtos de

higiene pessoal entre outros. A questdo do risco a salude e ao ambiente tem sido bastante
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discutida, principalmente pelo fato da acumulagdo de metais pesados em vegetais e animais,
gerando transtornos nos diversos ecossistemas (ERIKSSON et al, 2008).

No Brasil, em agosto de 2006, entrou em vigor a Resolucdo 375/06 do CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente) que define critérios para o uso agricola de lodos de
esgotos gerados em industrias ou estacbes de tratamento sanitario. Pelo fato do lodo
apresentar caracteristicas dubias, € necessario uma constante revisdo das normas regulando o
uso agricola do lodo de esgoto e a continuidade dos estudos envolvendo o tema, garantindo
gque uma atividade considerada ambientalmente desejavel ndo se torne prejudicial ao proprio

meio ambiente e, consequentemente, aos seres humanos (PIRES, 2006; CONAMA, 2008).

1.3.2 Poluentes do Lodo de Esgoto

Existe um consenso entre muitos paises que o uso de lodo de esgoto na agricultura € o
caminho mais apropriado para reciclagem de materiais biodegradaveis, embora o seu uso na
agricultura seja restrito uma vez que 0 mesmo esta contaminado com poluentes organicos e
inorgénicos em varios graus de contaminagdo, baseados na toxicidade humana e
ecotoxicidade (LITZ, 2000).

Devido ao fato de conter em sua composicao diversos poluentes, o lodo de esgoto se
for usado de modo continuo e sem critérios técnicos na agricultura, pode resultar no aumento
dos teores de elementos quimicos no solo, principalmente o cadmio (Cd), zinco (Zn), cobre
(Cu), niguel (Ni) e chumbo (Pb), que sdo os metais mais encontrados nesse material (RANGEL
et al, 2006). O acumulo de metais pesados em solos agricolas € o0 aspecto que causa maior
preocupacdo com relacdo a seguranca ambiental, necessaria a viabilizagdo dessa pratica.
Esses elementos podem expressar seu potencial poluente diretamente nos organismos do
solo, pela disponibilidade as plantas em niveis fitotoxicos, além da possibilidade de
transferéncia para a cadeia alimentar através das préprias plantas ou pela contaminacdo das
aguas de superficie e subsuperficie (OLIVEIRA, MATTIAZZO, 2001). De acordo com Eriksson
et al (2008), a avaliacdo dos riscos ambientais tem sido realizada no lodo de esgoto no que diz
respeito a presenca de metais pesados e o estabelecimento de uma regulamentacdo nos
limites de carga maxima de metais foi feita com base nesta avaliacao.

A acumulacdo dos metais (Zn, Pb, Cd e Cu) em niveis considerados criticos, pode ser
fitotdxico e causar uma reducdo no crescimento dos vegetais. Além disso, 0s microrganismos
presentes no solo e suas atividades sdo essenciais para a manutencao da fertilidade do solo,
existindo assim uma grande preocupacdo de que esses metais pesados possam ter efeitos

adversos sobre a qualidade do solo e producéo vegetal (ASADU et al, 2008).
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A contaminagdo do solo com altas taxas de Cd causam um significante decréscimo no
namero da microbiota, enquanto que baixas e médias concentragfes desse metal estimula a
proliferacdo de alguns microrganismos (WYSZKOWSKA, WYSZKOWSKI, 2002). Conforme
reportado por Plaza et al (1998), o Cd afeta o crescimento micelial de alguns fungos
patogénicos do solo. Alguns grupos de fungos queratinoliticos mostraram-se resistentes ao Cd
(Arthrographis, Trichophyton e Chrysosporium) enquanto outros apresentaram sensibilidade.
Amostras de fungos néo queratinoliticos pertencentes aos géneros Pseudallescheria, Absida e
Rhizopus apresentaram-se com resisténcia ao Cd.

Smejkalova et al (2003), afirmam que as concentracdes de todos 0s metais aumentam
com a aproximacao das fontes de contaminacao. A elevada concentracdo de Cd e Zn crescem
mais que as fragdes organicas, acontecendo o contrario com o Pb. Geralmente, os valores das
atividades enzimaticas no solo aumentam quando estdo longe dos contaminantes e diminuem
com a aproximagcdo dos mesmos. Portanto, a inibicdo do C-biomassa ocorre em solos
altamente contaminados com metais pesados.

As concentracdes de metais pesados nas raizes da plantas variam de acordo com a
espécie vegetal. Segundo Jia-yin et al (2006), algumas plantas acumulam metais pesados
como Pb, Cd e cromo (Cr), enquanto outras se apresentam com niveis altos de Ni, Zn e
mercurio (Hg). E preciso notar que apenas uma fragcdo dos metais presentes no lodo e
consequentemente no solo é facilmente assimilavel pelas plantas, além disso, quando o lodo é
adicionado ao solo alguns parametros fisico-quimicos sdo modificados, podendo assim afetar a
disponibilidade dos metais existentes (FUENTES et al, 2008).

Em relagdo a aplicacdo em curto prazo de lodo de esgoto na agricultura, Antoniadis
(2008) descreveu em seus experimentos que a quantidade de matéria organica do solo é
crescente, porém, a capacidade de retencao de metais pesados também aumenta, ou seja,
ambos sao diretamente proporcionais.

A mobilidade dos metais pesados no solo depende da forma quimica sob a qual o metal
se apresenta e das caracteristicas do solo como pH, teor de matéria organica e capacidade de
troca de cation (CTC), que tém importancia fundamental na mobilidade de cations metalicos
(LOPES et al, 2005). A fim de minimizar os riscos a saude, foram realizadas varias pesquisas
usando varios métodos que determinam a fracdo quimica e a remediacdo dos metais pesados
do solo. A solubilidade de metais pesados em solos tratados com lodo estd associada
diretamente com o pH do solo, a disponibilidade e a distribuicio de metais pesados nas

imediacdes das raizes desses solos tratados (WANG et al, 2008).
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1.3.3 Propriedades Fisicas e Quimicas

Um aspecto de suma importancia quando se considera o uso agronémico do lodo de
esgoto, diz respeito ao nitrogénio (N) aplicado via residuo. Em func¢édo da taxa de mineralizacdo
do N, que é dependente de caracteristicas do lodo de esgoto e do local onde é aplicado, pode
haver caminhamento de nitrato no perfil do solo e conseqiente contaminacdo de aguas
subterraneas (ANDRADE, MATTIAZZO, 2000). A quantidade de nitrogénio mineralizado da
matéria organica de lodos de esgoto € varidvel de acordo com o material de origem e com o
processo de tratamento utilizado. De forma geral, séo residuos com estreita relacdo C:N, com
baixo suprimento de material energético, e protéico, e de facil degradacdo pelos
microrganismos. Estas propriedades possibilitam rapida liberacdo de N mineral, em
quantidades proporcionais as quantidades de N organico aplicado (BOEIRA et al, 2002).

O conhecimento da dindmica da mineralizagdo de materiais organicos adicionados ao
solo é importante para predizer os efeitos das possiveis perdas de N para o ambiente. As
quantidades de lodo de esgoto a serem aplicadas ao solo, devem ser diferentes nos periodo da
seca e das aguas mesmo quando se baseiam nas necessidades de N, em decorréncia das
perdas desse elemento em periodos de intensas precipitacdes. Com o aumento da umidade e
da temperatura, aumentam-se 0s processos de mineralizagdo do N organico (VIEIRA,
CARDOSO, 2003).

Os processos de mineralizagdo e umidificacdo da matéria organica do lodo que
acompanham o crescimento dos microrganismos podem afetar nas propriedades quimicas,
fisicas e fisico-quimicas do solo, como também nas condi¢bes de nutricdo das plantas
(FURCZAK, JONIEC, 2007). O tipo de lodo influencia na quantidade de fungos filamentosos
que sdo necessarios para a mineralizagdo da matéria organica, melhorando a estrutura do solo
(ESTRADA et al, 2006).

Um dos principais efeitos da matéria organica nos atributos fisicos do solo esta
associado diretamente ao aumento da agregacédo do solo, a reducdo da densidade do solo e
ao aumento da porosidade total do solo. A resisténcia do solo a penetragdo diminui em funcéo
do aumento da porosidade e agregacédo do solo, melhorando o desenvolvimento das raizes e
proporcionando assim maiores produtividades. Portanto, solos com teores mais elevados de
matéria organica apresentam densidades menores, conseglientemente esses possuem maior
capacidade de retencdo de agua (BARBOSA et al, 2007; OJEDA et al, 2008). A matéria
orgéanica do solo desempenha um papel essencial nos ciclos de nutrientes, na estabilidade do
solo e no aspecto ecoldgico e ambiental da sustentabilidade da fertilidade do solo, pois nela

esta presente uma grande quantidade de carbono (C) (GARCIA-GIL et al, 2004).
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O impacto do lodo de esgoto no solo com a aplicacdo da matéria organica, mudancas
na densidade e porosidade total sdo aspectos importantes. Comparando um solo que passou
por um tratamento com fertilizacdo e um solo sem tratamento, observa-se que a aplicagdo de
lodo de esgoto melhora as propriedades fisicas do solo, influenciando na macroporosidade e
microporosidade, afirmando ser positiva a utilizacdo de lodo na producgéo agricola (ASADU et
al, 2008).

O pH € um dos indicadores fisicos mais conhecidos que controla a velocidade e dire¢éo
dos processos biolégicos e a fertilizacdo aumenta o pH do solo, devido a presenca de Ca e
outros cations presentes nesse residuo (LOPEZ-DIAZ et al, 2007). Porém, essa aplicacio do
lodo, mesmo aumentando o pH, néo interfere no nimero de comunidades fangicas do solo
(KACPRZAK, STANCZYK-MAZANEK, 2003).

1.3.4 Microbiota do Solo e do Lodo de Esgoto

Estudos a respeito da fertilizacdo com lodo de esgoto mostram a importancia do
carbono orgénico para os microrganismos existentes no solo, modificando a estrutura das
comunidades microbianas e influenciando no aumento de nutrientes para o desenvolvimento
dos vegetais (MARSCHNER et al, 2003). As populacdes microbianas e as atividades
enzimaticas do solo tratado com lodo tém relacdo direta com a decomposicdo da matéria
organica. As atividades enzimaticas correlacionam com o nimero de microrganismos, portanto,
aumentam a atividade microbiana do solo e cresce também a taxa de decomposicdo da
matéria organica (SASTRE et al, 1996; STOVEN et al, 2005). Zhang et al (2008) em suas
pesquisas, mostraram que a irrigacdo com lodo possui um efeito positivo sobre a comunidade
microbiana do solo, mas, € necessario aten¢do no caso da irrigacdo a longo prazo, pois pode
causar mudancgas na populacdo microbiana existente no solo alterando sua qualidade.

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
fungBes Unicas e vitais na manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais de
cadeias alimentares, na reciclagem de nutrientes e nos diversos ciclos biogeoquimicos
existentes. Apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera, estima-se que
menos de 5% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e
descritos. (HUNTER-CEVERA, 1998; BULL et al, 2000).

Com lodo de esgoto sendo utilizado na agricultura, é importante que haja um
conhecimento da microbiota presente, pois existe a possibilidade de introduc¢do no solo de uma

microbiota selvagem que pode causar sérios danos para humanos, animais e até mesmo
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plantas (KACPRZAK et al, 2005). A tabela 1 aborda as mais frequentes espécies de fungos
presentes no lodo de esgoto, citado por diversos autores.

Tabela 1 — Relag&o do estudo da micobiota predominante no lodo
de esgoto de acordo com Varios autores.

MICOBIOTA REFERENCIA

Arthroderma quadrifidum
Arthroderma uncinatum
Chrysosporium keratinophilum _
, Ulfig et al (1996)
Microsporum gypseum
Trichophyton terrestre

Trichophyton ajelloi

Aspergillus flavus

Chrysosporium pannicola _ _
_ Muhsin, Hadi (2001)
Microsporum gypseum

Trichophyton mentagrophytes

Aspergillus fumigatus
Aspergillus versicolor
Chrysosporium keratinophilum
Chrysosporium
queenslandicum

Fusarium solani _ )
Ulfig (2003); Ulfig (2007)

Microsporum seum
P PP Ulfig et al (2007)

Paecilomyces lilacinus
Phialophora melinii
Plectosphaerella cucumerina
Pseudallescheria boydii
Trichophyton terrestre

Verticillium lecani

O tratamento orgénico com lodo de esgoto no solo é considerado adequado porque nao
s6 aumenta a matéria organica do solo como também melhora sua qualidade microbiolégica.
Esse tratamento ativa o ciclo biogeoquimico do solo, envolvendo grande atividade enzimatica
intervindo nesses ciclos. Portanto, esse tratamento tanto reflete no aumento da populacdo

microbiana do solo, como interfere diretamente nas mudancas da estrutura dessa comunidade
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(BASTIDA et al, 2008). O aumento da atividade microbiana no solo é avaliada pela
determinacdo de carbono do CO, liberado, o qual constitui um indicativo de qualidade
adequado ao monitoramento na melhoria de areas em recuperacao para um curto periodo de
observacdo. Os niveis de carbono na biomassa microbiana ndo se mostram afetados pelo
tratamento com lodo de esgoto (COLODRO et al, 2007).

O lodo de esgoto abriga uma grande variedade de patdgenos habeis em causar ou
espalhar um grande ndmero de doencgas transmissiveis para humanos e animais. A utilizagéo
do lodo é consistente com o esforco mundial para reducdo da poluicdo ambiental e a
reciclagem de fracBes organicas dos residuos no solo. Os conflitos decorrentes das
caracteristicas prejudiciais do lodo e sua utilidade na agricultura e na recuperacdo de solos
pode ser resolvido pelo uso adequado de tratamentos sanitarios (DUMONTET et al, 2001).

Até a presente data, poucos estudos foram realizados sobre a presenca de fungos
patogénicos no lodo ambiental. Devido a altas quantidades, no lodo de esgoto, de residuos
gueratinosos de origem humana e animal (principalmente cabelo e pele), este ambiente
favorece o crescimento de fungos queratinoliticos (MUHSIN, HADI, 2001; ULFIG, 2003; ULFIG,
2007). Esses fungos sdo habeis no ataque e destruicdo da queratina, observando que a
atividade desses microrganismos no cabelo in vitro é expressa pela erosdo da superficie e a
producdo de estruturas como hifas radiais que penetram no cabelo (ULFIG et al, 1996; ULFIG
et al, 2007).

A analise da microfauna como indicador da atividade do lodo na performance de plantas
esta sendo cada vez mais comum. Essas analises fornecem informacfes sobre a atividade
biol6gica do lodo com base na estrutura das comunidades dos microrganismos presentes,
tornando muito mais facil e aplicavel a identificacdo de grupos da microfauna de acordo com a

sua morfologia e comportamento (ZHOU et al, 2008).

1.3.5 Fungos Filamentosos

Os fungos constituem um grupo de organismos heterotréficos, eucariticos e
desprovidos de clorofila, portanto, ndo realizam fotossintese. Sao geralmente filamentosos e
multicelulares, possuem parede celular rigida e se reproduzem por meio de esporos. A
estrutura vegetativa consiste de hifas que séo filamentos de células que formam uma rede
chamada de micélio. As hifas podem ser asseptadas ou cenociticas quando nao apresentam
células individualizadas e sdo preenchidas por uma massa citoplasmatica continua e, septadas
guando apresentam septos ou paredes transversais que podem delimitar compartimentos
(TRABULSI, 1999).
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Esses microrganismos ocorrem em todos o0os ambientes e incluem importantes
decompositores e parasitas, porém a grande maioria dos fungos que habitam o solo, auxiliam
na ciclagem dos diversos materiais na natureza. Gams (2007) afirma que o numero de
espécies de fungos presentes no solo, com o passar dos anos pode aumentar e ultrapassar as
3300 espécies descritas atualmente.

A nutricdo dos fungos se da pela absorcdo dos nutrientes, através da liberacdo de
enzimas digestivas no ambiente externo que quebram moléculas grandes e praticamente
insollveis, tais como carboidratos, proteinas e lipidios, em moléculas menores e mais solUveis
que podem ser absorvidas. Os fungos apresentam a capacidade de utilizar praticamente
qualquer fonte de carbono como alimento, porém, cada espécie apresenta uma necessidade
nutricional diferente (KLEIN, PASCHKE, 2004).

Muitos parametros interferem na morfologia dos fungos como aeragéo, pH, temperatura
e nutricdo, podendo alterar os processos de produgdo de metabdlitos primarios, secundarios e
enzimas com potencial industrial (PAZOUKI, PANDA, 2000).

Muitos fungos produzem esporos sexuais e corpos de frutificagdo somente sob certas
condigcbes ambientais. Aqueles que possuem todos 0s estagios sexuais conhecidos sao
denominados fungos perfeitos; e os que ndo possuem, fungos imperfeitos. Os fungos
imperfeitos séo classificados de acordo com a forma de reproducédo e colocados numa classe
especial denominada Deuteromycetes. A reproducdo assexuada pode ser por fragmentacao,
brotamento ou esporulacao. A reproducéo sexuada ocorre quando micélios de sexos diferentes
se encontram e suas hifas se fundem e formam um micélio com células binucleadas
(PELCZAR Jr. et al, 1996).

Existem quatro principais classes de fungos terrestres: Zygomycetes, Ascomycetes,
Basidiomycetes e Deuteromycetes. Os zigomicetos sdo formados por hifas cenociticas ou
esparsamente septadas e auséncia de esporos moveis. A reproducdo assexuada ocorre por
meio de esporangiésporos que se desenvolvem no interior de esporangios rompendo-se
guando maduros. Reproducédo sexuada com a formacao de zigosporos (LACAZ et al, 1998).

Nos ascomicetos, quando o0 micélio é presente, apresenta-se septado e suas células
podem possuir um ou mais nucleos. Na fase sexuada da reproducédo, produzem ascosporos
contidos em ascos que se localizam no interior de corpos de frutificacho denominados
ascocarpos. Na fase assexuada da reproducdo, os esporos sdo produzidos nas extremidades
das hifas e apresentam-se geralmente em cadeia (RAPER, FENNELL, 1977).

Os basidiomicetos distinguem-se de todos os outros fungos por possuirem basidio
(estrutura reprodutiva) com seus quatro basidiésporos. Compreendem tanto formas

multicelulares como formas unicelulares, e ocorrem em ambientes terrestres e aquaticos. Sua
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reproducdo assexuada da-se por fragmentacdo e na reproducdo sexuada hifas compativeis
sofrem plasmogamia para formar um micélio dicariotico (ALEXOPOULOS, 1996).

Os fungos imperfeitos ou deuteromicetos se reproduzem somente por conidios
assexuados que se desenvolvem em micélios septados. Apesar de ndo possuirem estagio
sexuado, no qual a meiose contribui para a variagdo das espécies, o fendmeno da
parassexualidade, que € a recombinagdo cromossdmica na mitose, lhes garante a variabilidade
e abundancia (SCHLEGEL, 1997).

Os microrganismos, principalmente os fungos filamentosos, tem contribuido para a
indUstria e sdo os responsaveis por uma elevada diversidade do conteldo enzimatico. Novas
expressdes foram desenvolvidas, os caminhos biossintéticos se modificaram através da
engenharia genética originando novos metabdlitos, e a dire¢do da evolugdo tem providenciado
enzimas com habilidade modificada, melhorando a atividade catalitica e a estabilidade
(DEMAIN, ADRIO, 2008). Os fungos sao microrganismos de facil cultivo, portanto sao utilizados
em muitos processos industriais na producdo de alguns produtos potencialmente Uteis na
biotecnologia (enzimas extracelulares) e outros produtos de interesse comercial (produtos
farmacéuticos, papel, vitaminas, bebidas e alimentos) (GUIMARAES et al, 2006; ADRIO,
DEMAIN, 2003).

1.3.6 Enzimas

As enzimas sdo um grupo de substancias organicas de natureza geralmente protéica
gue se apresentam como catalisadores das reacdes que ocorrem nos sistemas biolégicos. Elas
mostram-se com atividade intra ou extracelular com alto grau de especificidade por seus
substratos, aceleram reac¢des quimicas especificas e, ainda, funcionam em solu¢des aquosas e
em condic¢fes variadas de temperatura e pH (LEHNINGER et al, 2000; AGARWAL, 2006).

Esses biocatalizadores baixam a energia de ativacdo caracteristicas das reagoes,
acelerando a velocidade destas. Praticamente todas as rea¢fes quimicas tém uma barreira de
energia separando os reagentes e produtos. Essa barreira € denominada energia de ativacao
que é o estado de transicdo no qual um intermediario de alta energia é formado durante a
conversdo do reagente ao produto. Para as moléculas reagirem, devem conter energia
suficiente para romper essa barreira de energia do estado de transicdo, por isso, a velocidade
da reacdo é determinada pelo nimero destas moléculas energizadas. Na auséncia de uma
enzima, apenas uma pequena quantidade de moléculas possui energia suficiente para atingir o
estado de transicdo entre reagente e produto. Uma enzima permite que uma reacdo ocorra

rapidamente sob condi¢cdes normais na célula, ao oferecer uma rota de reacao alternativa com
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uma menor energia de ativacao. Portanto, quanto menor a energia de ativacdo, mais moléculas
tém energia suficiente para superar o estado de transicao, e assim, mais rapida € a velocidade
da reacdo (CHAMPE, HARVEY, 1997).

As enzimas sdo altamente especificas tanto na reagéo catalisada como na escolha do
substrato. Cada enzima contém um sitio ativo, a parte da molécula na qual ocorre a
combinagdo com o substrato, que consiste em diferentes partes da cadeia protéica (a enzima).
A atividade enzimatica ocorre em duas etapas, onde, na primeira o sitio 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 0 substrato deve ajusta-se ao sitio ativo da enzima, por
isso a especificidade dessa enzima (SACKHEIM, LEHMAN, 2001).

As enzimas exercem func¢des bioquimicas em todos os processos de decomposicao da
matéria organica nos sistemas do solo. Elas sdo importantes na catélise de varias reagdes
necessarias para o processo de vida dos microrganismos em solos e na estabilizacdo de
estruturas do solo, na decomposicdo de residuos organicos, formagdo de matéria organica e
ciclo de nutrientes (MAKOI, NDAKIDEMI, 2008).

No solo, as enzimas desempenham um papel importante nos processos de
mineralizacdo da matéria organica. S&o provenientes de animais, vegetais e fontes
microbianas e da consequente atividade biolégica, incluindo os processos metabdlicos de
todos esses organismos. As informacBes da atividade enzimatica do solo usadas para
determinar as caracteristicas microbiolégicas sédo importantes para a qualidade do solo
(ASKIN, KIZILKAYA, 2005). As enzimas livres normalmente tém vida curta porque podem ser
rapidamente desnaturadas, degradadas ou irreversivelmente inibidas. As enzimas
extracelulares sdo normalmente associadas com os coléides do solo, como argilas e
substancias humicas e atuam como um nucleo estavel da atividade do solo (BASTIDA et al,
2008).

Dentre os fatores externos que influenciam na atividade enzimatica do solo, a
temperatura é um parametro fisico muito importante. Com o aumento da temperatura aumenta-
se a velocidade das reacdes de hidrolises até atingir a temperatura 6tima (LONGO, MELO,
2005). A temperatura influencia quase todas as reacdes celulares e, em geral, as reacdes
procedem mais rapidamente em temperaturas mais altas, mas todas as enzimas tém
temperatura 6tima e uma tolerancia abaixo e acima dependendo da utilizacdo do substrato
(BURGESS, PLETSCHKE, 2008).

A International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB, 2008) classificou

as enzimas em seis grandes grupos (tabela 2), de acordo com o tipo de reacdo que catalisam.
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Tabela 2 — Nomenclatura das enzimas com respectivas caracteristicas (Garrett, Grisham, 1999)

ENZIMA

CARACTERISTICAS

Oxido-redutases

Catalisam reacoes de oxidac&o-reducéo;
O substrato oxidado é um hidrogénio ou doador de elétrons.

Catalisam a transferéncia de grupos entre duas moléculas;

Transferases O doador pode ser um cofator (coenzima) que carrega 0 grupo a ser
transferido.
Hidrolases Catalisam a reacao de hidrélise de varias ligacdes covalentes.
Catalisam a clivagem de ligacbes C-C, C-O, C-N através de hidrolise
_ ou oxidacao;
Liases _ . Lo
Tem dois substratos envolvidos em uma diregdo e apenas um na
direcdo contraria da reacéo.
Catalisam a modificacdo de uma Unica molécula sem participacao de
Isomerases
outra.
Catalisam reagfes de sintese de uma nova molécula a partir da
Ligases ligacdo entre duas moléculas com a hidrolise de ATP ou outro

composto trifosfatado.

1.3.7 Enzimas Hidroliticas

1.3.7.1 Celulase

As hidrélises enziméaticas séo consideradas como métodos com grande potencial para

amenizar a poluicdo ambiental e melhorar os processos biotecnolégicos, porém o maior

problema a superar € o alto custo das enzimas celuloliticas. A decomposi¢do do material

s

vegetal na natureza €, em parte, devido a producdo das enzimas celuloliticas pelos

microrganismos. De acordo com Krogh et al (2004), os fungos filamentosos como Trichoderma

reesei e Penicillium pinophilum, demonstram capacidade em secretar grandes quantidades de

enzimas celuloliticas.

A celulose que é responsavel por 40% da biomassa vegetal, € um polimero linear com

moléculas de glicose formada por ligacdes B. A hidrolise enzimética da celulose requer um
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consorcio de enzimas, incluindo a endo-B-1,4-glucanase, exo-B-1,4-glucanase e B-glucanase
(DUTTA et al, 2008).

A maioria das celulases microbianas sdo enzimas induziveis, como as outras enzimas
hidroliticas extracelulares, sendo secretadas quando 0s microrganismos crescem em meio a
celulose. Sobre 0 mecanismo de inducdo de celulases em microrganismos, é evidenciada a
participacao de dissacarideos como a celobiose (SEHNEM et al, 2006).

O crescimento e sobrevivéncia de microrganismos importantes em solos agricultaveis
dependem da fonte de carbono contida na celulose ocorrida no solo. Portanto, para o carbono
ser liberado como fonte de energia para uso dos microrganismos, a celulose dos restos
vegetais tem que ser degradada pelas celulases em glicose, celobiose e oligossacarideos de
alto peso molecular (MAKOI, NDAKIDEMI, 2008). Dentre 0s microrganismos que produzem
celulases, alguns séo capazes de degradar a celulose natural, enquanto outros, em condi¢cfes
laboratoriais, utilizam algoddo e papel como substratos indutores para producdo de exo-
glicosidases. Essas enzimas sao usadas na indlstria alimenticia para extracdo de
componentes do cha verde, da proteina de soja, aromatizantes, amido de batata doce e na
clarificacdo de sucos de frutas citricas (RUGGER, TAUK-TORNISIELO, 2004).

As celulases produzidas por fungos tém potencial aplicagdo na agricultura para o
controle de doencas em plantas, bem como, na melhora do crescimento e desenvolvimento
vegetal. De acordo com Bhat (2000), amostras de Trichoderma e Penicillium sdo usadas para
producdo de plantas e protoplastos fangicos. Estes protoplastos podem ser usados para
produzir hibridos ou mutantes com caracteristicas desejadas. As celulases também s&o usadas
como uma importante ferramenta para geracdo de novas amostras capazes de produzir

enzimas de interesse comercial.

1.3.7.2 Lipase

Os lipidios sao essenciais aos sistemas vivos, sendo os mais potentes armazenadores
de energia molecular, apresentam-se na estrutura das membranas e estdo envolvidos nos
acontecimentos celulares. A participacdo de lipidios em todos estes papéis requer lipases
durante seu metabolismo. Segundo Gilham e Lehner (2005), existe uma evolugcéo a respeito da
identidade das enzimas envolvidas nesses processos e 0S mecanismos que regulam suas
atividades ou 0 acesso ao substrato.

O Triacilglicerol acil hidrolase, comumente conhecida como lipase é uma enzima
catalitica natural com func&o de hidrolisar ésteres em triglicerideos para produzir diglicerideos,

monoglicerideos, acidos graxos e glicerol (SINGH et al, 2006). Essas reacdes apresentam
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vantagens dando as enzimas potencial biotecnolégico, como estabilidade em solventes
organicos, ndo requerimento de cofatores e ampla especificidade (AZEREDO et al, 2007). As
lipases recebem atencdo especial por conta da sua utilizacdo industrial, principalmente, na
industria de detergentes, 6leos e gorduras, alimentos e produtos farmacéuticos (SARKAR et al,
1998). Segundo Ruiz et al (2001) e Huang et al (2004), os fungos filamentosos s&o os
preferidos na utiliza¢@o industrial da lipase por suas enzimas serem extracelulares. As espécies
mais utilizadas sdo pertencentes aos géneros Rhizopus, Rhizomucor, Geotricum, Penicillium e
Aspergillus.

As lipases microbianas podem ser obtidas tanto por fermentacdo submersa como por
fermentacdo em estado solido, sendo este Ultimo, vantajoso devido ao baixo custo dos
residuos industriais que podem ser usados como matéria prima, além de apresentarem
algumas propriedades importantes como estabilidade, seletividade e versatilidade que
contribuem também com a diversidade de uso (CAMMAROTA, FREIRE, 2006).

As enzimas lipoliticas também esté@o envolvidas na desagregacédo e na mobilizagdo de
lipidios no interior das células de organismos individuais, bem como na transferéncia de lipidios
de um organismo para outro. Os microrganismos podem produzir agentes emulsificantes e
biossurfactantes para ajudar a solubilizar os lipidios (HASAN et al, 2006).

Devido a sua natureza extracelular, muitas lipases microbianas sdo produzidas em
grandes quantidades e sdo bastante estaveis sob condicdes nao naturais, como altas
temperaturas e atuacdo em meio ndo aquoso, sendo aproveitadas em muitas aplicacdes. Sua
estabilidade, de baixo custo, bem como seu amplo potencial sintético, faz da lipase microbiana

biocatalizadores ideais para a sintese organica e oleoquimica (SCHMIDT-DANNERT, 1999).

1.3.7.3 Urease

A urease € a enzima que catalisa a hidrélise da uréia para diéxido de carbono e amoénia,
afetando a utilizacdo desses importantes fertilizantes nitrogenados. Sua ocorréncia € grande
em plantas e microrganismos e tem sido detectada na mucosa géastrica do homem e de outros
animais (LONGO, MELO, 2005). No solo ela pode ser encontrada como uma enzima livre em
solugdo, ligada a particulas coloidais e no interior de células microbianas. A atividade da
urease aumenta quando ocorre uma elevacao da taxa de matéria organica contida no solo e
um aumento da biomassa microbiana, numa relacdo diretamente proporcional (ROSCOE et al,
2000).

A uréia é um dos mais importantes fertilizantes quimicos nitrogenados e suas

aplicacdes tém sido recomendadas no setor agricola. A urease do solo esti4 envolvida na
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mineralizacdo do nitrogénio e no fornecimento de nitrogénio as plantas a partir de fontes
naturais e de fertilizantes. A taxa da hidrélise de uréia depende de varios fatores como tipo de
solo, teor de matéria orgéanica, teor de umidade do solo, temperatura e niveis de salinidade e
alcalinidade. Alguns desses fatores aceleram e outros retardam a taxa de hidrélise de uréia no
solo (SHAHINROKHSAR et al, 2008). Apesar de ser uma das principais fontes de nitrogénio
para as culturas, a uréia tem mostrado baixa eficiéncia por conta do nitrogénio perdido na
atmosfera através da volatilizacdo, um processo mediado pela urease que causa polui¢cdo
ambiental (NOURBAKHSH, MONREAL, 2004; MAKOI, NDAKIDEMI, 2008).

Quanto maior for a razao enzima/uréia, mais curto o tempo necessario para a completa
decomposicao da uréia. Uma determinada quantidade de enzima decompde por unidade de
tempo a mesma quantidade de uréia. O tempo requerido para completa decomposicédo da
amostra de uréia pode, portanto ser reduzido na propor¢éo exata que diminui a quantidade de

uréia na amostra ou aumenta a quantidade de enzima. (SLYKE, CULLEN, 2007).
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FUNGOS FILAMENTOSOS DO LODO DE ESGOTO:
IMPACTO NA MICOBIOTA DO SOLO E DETECCAO DE
ENZIMAS HIDROLITICAS

Leite, M. V.; Alves da Silva, C. A; Okada, K.
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais, Universidade Catélica de Pernambuco.

ABSTRACT

This study investigated the fungi present in sewage sludge, soil and soil treated with
sludge, evaluating the activity cellulase, lipase and urease isolated from the sludge. The
sewage sludge was isolated from the Sewage Treatment Station of Mangueira, Recife-PE and
soil collected at the Experimental Station of Itapirema-IPA, city of Goiana-PE. The isolation was
performed using the technique of serial dilution and identifications made by observing the
macroscopic and microscopic characteristics of the isolates based on the work described by
some authors. The hydrolytic enzymes were detected by the methods described by Hankin and
Anagnostakis (1975). The results show the occurrence of the impact on mycobiota soil. The
genus Chrysosporium sp. was the best presented cellulase and lipase enzyme activity at
temperatures of 28°C and 35°C. The urease activity was shown with little significant value in

relation to the results of other enzymes.

Keywords: Sewage Sludge, Filamentous Fungi, Microbial Hydrolitic Enzyme

INTRODUCAO

As Estacbes de Tratamento de Esgotos (ETEs) foram criadas com a intencdo de
minimizar a poluigdo das aguas e os diversos problemas de salude publica existentes, porém
desse tratamento é gerado um residuo denominado de lodo de esgoto, rico em matéria
organica e nutrientes, mas com grandes quantidades de metais pesados e microrganismos
patogénicos. Por esse motivo, o lodo precisa de uma disposi¢do final adequada evitando,
assim, problemas ambientais. O uso agricola € o meio ideal para utilizacdo desse residuo, pois
pesquisas mostram que a irrigacdo com lodo de esgoto melhora as propriedades fisicas,

quimicas e bioldgicas do solo, aumentando a qualidade do mesmo (ASADU et al, 2008;
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FUENTES et al, 2008; ZHANG et al, 2008).

Nas ultimas décadas, o crescente aumento da utilizacdo do lodo de esgoto na
agricultura tem incentivado o estabelecimento de critérios para o seu uso, tais como a
determinacdo do compulsério biolégico, o tratamento quimico, o armazenamento a longo
prazo, ou mesmo algum procedimento para reducéo significativa do poder de fermentagcédo do
lodo junto com as inUmeras desvantagens sanitarias do seu uso. Os trés principais objetivos
para estabilizacdo sdo a reducdo de patogénicos, a eliminagdo do cheiro desagradavel e a
prevencao ou reducdo do potencial de apodrecimento (ESTRADA et al, 2006).

No lodo de esgoto encontram-se espécies de fungos que sdo conhecidos como
queratinoliticos, por possuirem habilidade em degradar compostos queratinosos (MUHSIN;
HADI, 2001). Existem também os fungos queratinofilicos que utilizam os componentes nao
protéicos do substrato ou produto de decomposicdo da queratina (ULFIG et al, 2007). Esses
microrganismos do lodo, do ponto de vista enzimatico, desempenham processos aerdbicos e
anaerbbicos, com enzimas secretadas ou associadas a essa microbiota, importante nos
processos de hidrélises (BURGESS; PLETSCHKE, 2008). Os microrganismos do solo
produzem enzimas extracelulares que mineralizam a matéria organica e liberam o carbono e
nutrientes na forma que podem ser assimilados. Teorias econdmicas do metabolismo
microbiano predizem que a producgéo de enzimas aumenta quando nutrientes simples estéo
escassos e nutrientes complexos estdo em abundancia (ALISSON; VITOUSEK, 2005).

Geralmente, os fungos que decompfem substancias celulésicas ocorrem no solo,
colonizando raizes de vegetais e residuos, com importante funcao de reciclagem de nutrientes.
A atividade fangica depende do conteudo de matéria organica no solo, a qual determina a
ocorréncia e a distribuicdo desses organismos. O conhecimento da micobiota do solo, além de
fundamental para o levantamento taxonémico das popula¢des que ali se encontram, pode levar
ao descobrimento de processos metabdlicos utilizados por estes organismos tornando-se
importantes para as interagcbes ambientais e em aplicagbes biotecnoldgicas (RUEGGER,
TAUK-TORNISIELO, 2004).

Embora existam diversas lipases comerciais, a partir de varias origens e com diferente
seletividade, uma intensa aplicacéo industrial dessas enzimas depende da redugéo dos custos
de producdo através da selecdo de amostras altamente produtivas, desenvolvimento e
otimizac@o dos processos fermentativos e um bom entendimento dos mecanismos fisiolégicos
gue conduzem as respostas microbianas para mudancas nas condicbes ambientais
(CAMMAROTA, FREIRE, 2006).

Os fungos filamentosos sdo preferéncia industrial como produtores de enzimas, devido

as fermentag@es industriais terem familiaridade com as condi¢des requeridas para maximizar a
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producao de proteinas homologas por eles. S&o considerados também como fonte de cerca de
40% de todas as enzimas disponiveis no setor industrial, como exemplo temos a urease que
catalisa a hidrélise da uréia para producao de aménia e carbamato. Este Ultimo composto
decompde espontaneamente para gerar uma segunda molécula de amdénia e diéxido de
carbono. A urease tem muitas aplica¢des industriais, como por exemplo, em bebidas alcodlicas
como agente redutor de uréia, em kits de diagndsticos para medir a uréia e em biossensores
de sistemas de hemodidlises para determinacdo de uréia no sangue (GHASEMI et al, 2004).

O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar os fungos filamentosos presentes no
lodo de esgoto, no solo agricultdvel e no solo tratado com lodo, avaliando a atividade

celulasica, lipasica e ureasica dos isolados do lodo.

MATERIAIS E METODOS

Lodo de Esgoto, Solo Agricultavel e Solo com Adicdo de Lodo

O lodo de esgoto foi coletado na Estacdo de Tratamento de Esgoto Mangueira,
localizada no bairro da Mangueira, Regido Metropolitana do Recife-PE, oriundo do tratamento
de esgoto tipicamente doméstico. O sistema de tratamento é formado por Reator Anaerébio de
Fluxo Ascendente e manta de lodo (UASB) e lagoa de polimento, com desidratacdo natural do
lodo de excesso do UASB em leitos de secagem, com producdo de aproximadamente 10
ton/més (massa seca com 60% de umidade) de lodo de esgoto. O solo agricultavel foi coletado
na Estacdo Experimental de Itapirema-IPA, municipio de Goiana-PE, que, apds coleta foi seco
ao ar e peneirado (5 mm). O solo agricultavel recebeu doses de lodo de esgoto nas propor¢cdes
de 0, 25, 50 e 75 ton/ha.

Isolamento da Microbiota Fungica

O isolamento dos fungos filamentosos presentes no lodo de esgoto, no solo agricultavel
e no solo com adic&o de lodo foi realizado através da utilizacdo da técnica da diluicdo seriada e
posterior plagueamento em meios seletivos. Foi preparada a suspensdo de lodo de esgoto/
agua, solo/agua e solo fumigado/agua utilizando as diluicbes 10, 102, 10° e 10™. Foram
retirados 1mL das trés ultimas diluicdes e colocados em placas de Petri. Foi utilizado o meio de
Martin (K,HPO, 1,0g; MgS0O,.7H,O 0,5g; Peptona 5,0g; Dextrose 10,0g; Rosa de Bengala
0,03g; Agar 20,0g e Agua Destilada 1000mL) contendo o antibi6tico Cloranfenicol (0,008%).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram inoculadas a 28°C, com
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observacao diéria para visualizacdo das caracteristicas macroscopicas das colbnias.

Para o isolamento dos fungos queratinoliticos do lodo de esgoto foi utilizado o método
descrito por Vanbreuseghen (1952). Amostras do lodo de esgoto foram depositadas em placas
de Petri esterilizada e em seguida uma pequena quantidade de cabelos esterilizados foi
depositada como fonte de queratina sobre a superficie do lodo. Um volume de agua destilada
estéril foi acrescentado para aumentar a umidade do sistema. As placas de Petri foram
incubadas a 28°C e observadas diariamente.

Manutencéo das Culturas

Apos a selegéo, as culturas de fungos foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o
Meio BDA (Batata 4,0g; Dextrose 20,0g; Agar 15,0g; Agua Destilada 1000mL; pH 5,6),

incubadas para crescimento a 28°C por 5 dias e mantidas a temperatura de 5°C.

Obtencédo das Culturas Monospéricas

Os esporos das linhagens foram transferidos do tubo de ensaio para um vidro com
tampa de rosca, contendo 2ml de solugédo 0,1% de “Tween” 80. A suspensao foi agitada para
desagregacao dos esporos. Estes foram contados em camara de Neubauer e feitas diluicbes
apropriadas, de maneira a se conseguir de 20 a 100 coldnias por placa. Um volume de 0,1mL
da suspenséo foi espalhado com alca de Drigalsky sobre a superficie de cada placa de Petri
contendo meio de cultura BDA. As placas foram mantidas a temperatura ambiente. A
germinacdo dos esporos foi observada a partir de 12 até 72 horas de crescimento. Apés a
germinacdo dos esporos, com o auxilio de uma lupa, apenas um s6 esporo foi transferido para

um tubo de ensaio, contendo BDA, para o desenvolvimento das coldnias.

Identificagdo dos Fungos Filamentosos

Foram observadas as caracteristicas macroscopicas das colbnias e as caracteristicas
morfolégicas microscépicas dos isolados. Para observar as estruturas microscopicas dos
isolados fungicos foi realizada a técnica de microcultivo em lamina (RIDDELL, 1950), com
crescimento em meio BDA e logo em seguida a lamina foi corada com Azul de Aman. As
identificacbes foram feitas baseadas nos trabalhos descritos por RAPER e FENNEL, 1977,
REBELL e TAPLIN, 1979; LARONE, 1993; ALEXOPOULOS et al, 1996; FISHER e COOK,
1998; HUNDER-CEVERA, 1998. Todos os isolados obtidos foram depositados no Banco de
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Culturas do Nuacleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de
Pernambuco, Recife.

Deteccéo da Atividade Enziméatica

Deteccdo da Celulase

Para a deteccao da atividade celuldsica foi utilizada a metodologia descrita por HANKIN
e ANAGNOSTAKIS (1975). O meio de cultura (HCI 3,8g; K,HPO, 2g; MgS0,.7H,O 0,1g;
(NH,),SO, 1,0g; Extrato de Malte 0,5g; Carboximetilcelulose 10g; Agar 15g; Agua Destilada
1000mL; pH 7.0) foi distribuido em placas de Petri, e apos solidificagdo, um furo de 0,8cm de
didmetro foi feito no centro da placa. Aliquotas de 100uL da suspenséo espérica foram
inoculadas e as placas incubadas a 28°C e 35°C, durante 96 horas, com acompanhamento
diario. Apos o periodo de crescimento microbiano, as placas foram reveladas com uma solugéo
de Vermelho Congo 0,025% em tampao TRIS-HCI 0,1M (pH 8.0) durante 30 minutos, em
seguida foram lavadas com uma solugcdo de NaCl 0,5M em tampédo TRIS-HCI 0,1M (pH 8.0)
durante 10 minutos. A formacédo de um halo leitoso foi evidenciada mostrando a presenca da
celulase. Todos os ensaios foram efetivados em triplicata.

Deteccéo da Lipase

Para a deteccao da atividade lipolitica foi utilizada a metodologia descrita por HANKIN e
ANAGNOSTAKIS (1975), usando meio lipase (Peptona 10g; Cloreto de Sddio 5g; Cloreto de
Célcio Bihidratado 0,1g; Agar 20g; Tween 20 10mL; Agua Destilada 1000mL; pH 6.0),
posteriormente distribuido em placas de Petri que apdés solidificacao foi realizado um furo no
centro da placa, onde amostras de 100uL da suspensao espérica foram inoculadas e
incubadas a 28°C e 35°C, durante 96 horas, com acompanhamento diério. A producédo da
enzima foi evidenciada com o aparecimento de um precipitado visivel, devido a formacéo de

um halo opaco em volta da col6nia. Todos o0s ensaios foram feitos em triplicata.
Deteccéo da Urease
Para a detecgdo da atividade ureasica foi empregado o método de HANKIN e

ANAGNOSTAKIS (1975), utilizando Agar Sabouraud (camada inferior), com adi¢do de 5% de

uréia. A camada superior foi feita com Agar Tampéao Fosfato, acrescido de 5% de solucao de
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uréia e 5% de solucdo de Azul de Bromotimol. Apés solidificacdo do meio de cultura, foi
realizado um furo no centro da placa de Petri com diémetro 0,8cm, onde foram inoculados
100uL da suspensédo de esporos previamente preparada. As placas foram incubadas a 28°C e
35°C, durante 96 horas, com acompanhamento diario. Apés o periodo de crescimento
microbiano, a presenca de um halo amarelo claro em torno da colonia indicou a presenca da

urease. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas das atividades enzimaticas foram realizadas utilizando o

Software Statistica versao 7.0 da Stat Soft.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e Identificacdo dos Fungos Filamentosos do Lodo de Esgoto, do Solo e do
Solo com Adicéo de Lodo

Foram isolados fungos filamentosos presentes no lodo de esgoto, no solo agricultavel e
no solo com adi¢éo de lodo e, posteriormente identificados a nivel de género, como descrito na
tabela 1.

No lodo de esgoto foram isoladas 10 amostras de fungos filamentosos que apds
identificacdo, constatou-se a presenca de 5 géneros. Desses isolados 4 colbnias séo
pertencentes ao género Monotospora sp., 2 colbnias ao género Scedosporium sp., 2 colénias
ao género Penicillium sp., 1 coldénia ao género Chrysosporium sp. e 1 colbnia ao género
Aspergillus sp. Resultados semelhantes a presenca de fungos no lodo de esgoto, pertencentes
aos géneros Chrysosporium (C. keratinophilum, C. zonatum, C. europae, C. anamorph, C.
queenslandicum), Penicillium (P. janthinellum) e Aspergillus (A. versicolor, A. fumigatus, A.
alutaceus), foram encontrados por outros autores (Ulfig et al, 1996; Marchisio (2000); Ulfig
(2003); Ulfig (2007); Ulfig et al, 2007). Muhsin e Hadi (2001) isolaram e identificaram fungos do
lodo de esgoto das espécies Aspergillus flavus e Chrysosporium pannicola. De acordo com
Kacprzak et al (2005) o lodo de esgoto € um ambiente propicio para crescimento e esporulacéo
de diferentes grupos de fungos alguns pertencentes ao género Penicillium (P. communae, P.
lividum, P. vulpinum e P. granulatum) e outros pertencentes ao género Aspergillus que também
€ citado por Dumontet et al (2001), como fungos oportunistas e causadores de doencas

alérgicas mais encontrados nesse tipo de residuo.
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No solo agricultavel foram isoladas e identificadas 23 culturas de fungos filamentosos,
verificando-se a presenca de 4 géneros distintos. Dentre os fungos isolados 10 amostras
pertencem ao género Aspergillus sp., 11 amostras ao género Penicillium sp.; 1 amostra ao
género Cladosporium sp. e 1 amostra ao género Mucor sp. Resultados semelhantes a respeito
do isolamento e identificacdo de fungos filamentosos do solo foram encontrados no trabalho de
Gams (2007), onde em seus experimentos verificou-se a presenca de fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium na microbiota do solo agricultavel. De acordo com Cavalcanti et al
(2006) no solo estdo presentes fungos filamentosos de espécies variadas e os mais frequentes
entre os géneros Aspergillus, Cladosporium e Penicillium s&o: A. niger, A. fumigatus, A.
japonicus, C. cladosporioides, C. sphaerospermun, P. canescens, P. corylophilum, P.
implicatum, P. restrictum. No isolamento de fungos filamentosos do solo agricultavel, o maior
namero de isolados flngicos foi para Aspergillus e Penicillium, como mostram também os
resultados de Prade et al (2007), onde observaram a presencga de Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus ochraceus, Penicillium citrinum e Penicillium digitatum.

O solo agricultavel recebeu doses de lodo de esgoto nas proporgdes de 0 (controle), 25,
50 e 75 ton/ha, as quais modificaram a quantidade de col6nias existentes no solo. Com esse
acréscimo do lodo ao solo, observou-se que apenas prevaleceram no solo culturas
pertencentes aos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. Esses resultados sugerem que
aplicacbes de lodo de esgoto possivelmente operam como com agente seletivo, estreitando a
diversidade da populagdo microbiana, porém para as espécies que permanecem, o lodo de
esgoto ndo tem efeito negativo ou pode mesmo aumentar o crescimento. Os estudos
semelhantes realizados por Banerjee et al (1997), mostram a diminuicdo da diversidade da
populacdo microbiana do solo apos aplicacdes de lodo de esgoto, porém verificando igual ou
maior biomassa total do solo. Em relagdo as culturas permanentes no solo apos tratamento
com lodo de esgoto, observamos resultados parecidos nas pesquisas desenvolvidas por
Kacprzak e Stanczyk-Mazanek (2003), onde amostras do género Penicilium sp. foram
encontradas no solo (controle) e no solo com adicdo de lodo. A presenca de metais pesados no
lodo de esgoto utilizado neste trabalho (tabela 2) pode ter afetado na diversidade e crescimento
dos fungos habitantes do solo, como citado nos experimentos de Silva Junior e Pereira (2007),
afirmando que dentre os isolados do solo contaminado com metais, 0s géneros Aspergillus e

Penicillium sdo considerados mais tolerantes a altas concentragfes desse solo.
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Tabela 1 — Fungos filamentosos isolados do lodo de esgoto, do solo agricultavel
e do solo com adicdo de lodo em diferentes doses.

SA + LE
Fungos Isolados LE SA
25 ton/ha 50 ton/ha 75 ton/ha

Aspergillus sp. 1 10 3 5 1
Chrysosporium sp. 1 - - - -
Cladosporium sp. - 1 - - -
Monotospora sp. 4 - - - -
Mucor sp. - 1 - - -
Penicillium sp. 2 11 4 2 4
Scedosporium sp. 2 - - - -

Legenda:

LE: lodo de esgoto (n° colbnias)

SA: solo agricultavel (n° coldnias)

SA + LE: solo agricultavel com adicao de lodo de esgoto (n° coldnias)
(-): ndo encontrado

Tabela 2 — Caracterizagdo quimica (metais pesados) do

lodo de esgoto da Estacdo de Tratamento Mangueira,

Recife-PE.
Metais Avaliados 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
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O lodo de esgoto ndo apresentou fungos queratinoliticos, possivelmente devido a sua
eliminacdo em algumas das etapas de producéo desse residuo, acentuando mais ainda o uso
do lodo na agricultura. Isso ressalva que a probabilidade de haver patégenos € minima,
proporcionando menor risco a saude do agricultor que manuseia o solo com acréscimo de lodo.
Existem outras técnicas para o isolamento desses queratinoliticos, usando diferentes tipos de
iscas (crina de cavalo e unhas); isso pode justificar o fato da auséncia desses fungos no

isolamento feito através da técnica escolhida neste trabalho.

Caracteristicas Microscépicas dos Isolados

Foram observadas as caracteristicas microscépicas dos isolado do lodo de esgoto. Nas
amostras pertencentes ao género Penicillium sp. (figura 1a) observam-se as estruturas de hifas
hialinas septadas, conidiéforos monoverticilado, fialides e conidios em cadeia, e conidios
esféricos e lisos. Nas amostras pertencentes ao género Monotospora sp. (figura 1b), mostram-
se hifa septada sub-hialina, conidios arredondados com parece celular espessa dispostos
lateralmente ou no apice de conidiéforos bastante curtos. As amostras do género
Scedosporium sp. (figura 1c), apresentam-se com hifas hialinas septadas, conidios
subglobosos com parede celular espessa, dispostos lateralmente ou no apice de conidiéforos
curtos. A amostra do género Chrysosporium sp. (figura 1d), mostra-se com hifas septadas
hialinas, conidios piriformes e clavados dispostos de modo isolado nas extremidades ou ao
lado das hifa. A amostra pertencente ao género Aspergillus sp. (figura 1le), apresenta hifas
septadas hialinas e largas, cabecas conidiais azuis e conidios esféricos em cadeias.

Foram observadas as caracteristicas microscopicas dos isolado do solo agricultavel.
Nas amostras do género Aspergillus sp. (figura 2a), observam-se as estruturas de hifas hialinas
septadas e espessas, cabecas conidiais azuis e conidios esféricos em cadeias longas. As
amostras pertencentes ao género Penicilium sp. que séo biverticiladodos (figura 2b),
apresentam-se com estruturas de hifas hialinas septadas, conidiéforos biverticilados, fidlides e
conidios em cadeia e conidios esféricos. Nas amostras do género Penicillium sp.
monoverticilado (figura 2c), mostram hifas hialinas septadas, conidiéforos monoverticilados,
fidlides e conidios em cadeia. Na amostra do género Cladosporium sp. (figura 2d), verificam-se
hifas s8o septadas, mostrando longas cadeias de conidios esparsamente ramificados,
nascendo diretamente das hifas, cadeias de conidios alongados, sub-hialinos com
extremidades afiladas. Na amostra do género Mucor sp. (figura 2e), observa-se a presenca de
hifas ndo septadas, esporangiéforos eretos, terminais, globosos ou esféricos e esporangio

multiesporulado.
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Foram observadas as caracteristicas microscopicas dos isolados do solo com adi¢édo de
lodo de esgoto nas doses de 0, 25, 50 e 75 tons/ha. Nas trés doses foram encontrados fungos
filamentosos dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. As amostras do género Aspergillus
sp. (figura 3a), apresentam-se com hifas hialinas septadas e largas, cabecas conidiais azuis e
conidios esféricos em cadeias longas. Nas amostras pertencentes ao género Penicillium sp.
(figura 3b), verificam-se hifas hialinas septadas, conidiéforos biverticilados, fidlides e conidios

em cadeia e conidios esféricos.

Figura 1 - Fotografias microscépicas dos
isolado do lodo de esgoto, corados com Azul de
Aman. (a)Penicillium sp.; (b)Monotospora sp.;
(c)Scedosporium sp.; (d)Chrysosporium sp.;
(e)Aspegqillus sp.
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Figura 2 — Fotografias microscépicas dos
isolados do solo agricultavel, corados com
Azul de  Aman. (a)Aspergillus  sp.;
(b)Penicillium sp. biverticilado; (c)Penicillium
sp. monoverticilado; (d)Cladosporium sp.;
(e)Mucor sp.

52
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Figura 3 — Fotografias microscépicas dos
isolados do solo com adicdo de lodo de
esgoto. (a)Aspergillus sp.; (b)Penicillium sp.

Perfil Enzimatico da Micobiota Isolada do Lodo de Esgoto

Foram analisadas as deteccdes das atividades celulasica, lipdsica e ureasica dos
fungos filamentosos isolados do lodo de esgoto da Estacdo de Tratamento Mangueira, Recife-
PE, cultivados em meio sélido por 4 dias, nas temperaturas de 28°C e 35°C, como mostram as
figuras 4, 5 e 6.

Na atividade enzimatica da celulase a 28°C, as amostras do género Penicillium sp. e a
amostra do género Scedosporium sp. (FL-3) ndo apresentaram atividade enzimatica; os
demais isolados mostraram resultados pouco significantes, exceto a amostra do género
Chrysosporium sp. que apresentou uma boa atividade com 10 mm de didmetro de halo. Na
temperatura de 35°C, todas as amostras apresentaram atividade celulasica, exceto os isolados
do género Penicillium sp. A cultura do género Chrysosporium sp. destacou-se também nesta
temperatura com formagdo de halo de 17 mm de didmetro. Analisando a influéncia da
temperatura na atividade celulésica, observa-se que a temperatura de 35°C foi a que melhor
detectou a presenga dessa enzima, afirmando que a atividade enziméatica € influenciada pela
temperatura neste caso, como verificado na figura 4.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004),
mostrando que a zona mais clara ao redor das colbnias, correspondente ao halo indicador da
degradacdo da carboximetilcelulose, foi observada em 45% dos fungos. Apenas 36% nao
apresentaram halo indicador da degradacdo da carboximetilcelulose considerado como fonte
de carbono e 19% ndo cresceram nas condicdes oferecidas pelo experimento. Segundo
Massadeh et al (2001), amostra de Aspergillus terreus apresenta alto potencial hidrolitico para

as enzimas celuloliticas na fermentacao em substrato soélido.
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Figura 4 — Atividade celulasica dos fungos filamentosos do lodo de esgoto
da Estacdo de Tratamento Mangueira, Recife-PE, cultivados em meio

soélido por 4 dias nas temperaturas de 28°C e 35°C.

No estudo da lipase, apenas uma amostra do género Penicillium sp. (FL-7) mostrou
resultado negativo a 28°C, as demais culturas apresentaram resultados razoaveis quanto a
deteccdo lipasica, com excecdo das amostras dos géneros Monotospora sp. (FL-4) e
Chrysosporium sp. que apresentaram os maiores resultados com diametro de halo 10 mm. Na
temperatura de 35°C, verificou-se atividade lipolitica em todas as culturas testadas, com
destaque para Monotospora sp. (FL-2) e Chrysosporium sp. apresentando valores de 10 mm
de didametro de halo. Assim como na celulase, na atividade enzimética da lipase também houve
uma positiva influéncia da temperatura, mostrando melhor atuacdo na deteccdo para a
temperatura de 35°C como apresentado na figura 5.

Azeredo et al (2007) usaram os lipidios como fonte de carbono para producao de lipase
por Penicillium restrictum e observaram atividade lipasica na fermentacdo em estado sdélido.
Dutra et al (2008) mostrou resultados similares na producao de lipase através da fermentagéo
em estado solido usando Aspergillus niger, onde a atividade lipasica variava significantemente

entre 24 e 96 horas de fermentacédo, observando que a atividade maxima da lipase ocorria com
72 horas.
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Figura 5 — Atividade lipasica dos fungos filamentosos do lodo de esgoto da
Estacdo de Tratamento Mangueira, Recife-PE, cultivados em meio solido
por 4 dias nas temperaturas de 28°C e 35°C.

Na deteccdo da urease foram obtidos resultados inferiores em relagéo a atividade das
outras enzimas ja citadas. As amostras dos géneros Scedosporium sp. (FL-3), Chrysosporium
sp. e Monotospora sp. (FL-8) foram as Unicas que apresentaram atividades enzimaticas na
temperatura de 28°C. Na temperatura de 35°C apenas as amostras pertencentes ao género
Chrysosporium sp. e duas do género Monotospora sp. (FL-8 e FL-9) apresentaram atividade
ureolitica. A temperatura praticamente ndo influenciou na atividade ureésica como observado
na figura 6.

Os resultados da urease ndo se mostraram satisfatorios, possivelmente devido a
presenca de metais pesados no lodo de esgoto, como reportado por Nourbakhsh e Monreal
(2004), onde a presenca de metais inibe a urease, citando o Cr, Pb e Cd que causam esse
efeito inibitério para atividade ureasica. Smejkalova et al (2003), também citam que
concentracdes de metais pesados afetam a atividade enzimatica do solo, diminuindo as
espécies microbianas existentes no local estudado.

Comparando as trés atividades enzimaticas detectadas pelos fungos filamentosos,

observamos que a atividade lipasica foi a de maior destaque, com aproximadamente 90% de
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hidrélise de lipidios. Em relacdo as temperaturas testadas, observa-se que todas as amostras
gue apresentaram atividade enzimatica, mostraram melhor capacidade hidrolitica na
temperatura de 35°C.

A influéncia da temperatura é um fator importante na detec¢do enzimética e segundo
Sarkar et al (1998), a sele¢édo da temperatura étima para producéo de lipase varia entre 25 e
45°C, mantendo outros processos de condi¢cdes semelhantes. A atividade da lipase foi maxima
no terceiro dia de incubagéo a 37°C. De acordo com Longo e Melo (2005), a temperatura de
incubacao influencia na velocidade da hidrélise enzimética e, em seu experimento sugerem o

uso da temperatura aproximada do local onde foi isolado o microrganismo para que obtenha a
maxima atividade enzimatica possivel.
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Figura 6 — Atividade ureasica dos fungos filamentosos do lodo de esgoto
da Estacdo de Tratamento Mangueira, Recife-PE, cultivados em meio
sélido por 4 dias nas temperaturas de 28°C e 35°C.
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RESUMO

Este trabalho objetivou estudar os fungos filamentosos presentes no lodo de esgoto, no
solo e no solo tratado com lodo, avaliando a atividade celulasica, lipasica e ureasica dos
isolados do lodo. O lodo de esgoto foi isolado da Estacao de Tratamento de Esgoto Mangueira,
Recife-PE e o solo coletado na Estacdo Experimental de Itapirema-IPA, municipio de Goiana-
PE. O isolamento foi realizado através da utilizacdo da Técnica da Diluicdo Seriada e as
identificacOes feitas através da observacdo das caracteristicas macroscopicas e microscopicas
dos isolados baseadas nos trabalhos descritos por alguns autores. As enzimas hidroliticas
foram detectadas pela metodologia descrita por HANKIN e ANAGNOSTAKIS (1975). Os
resultados mostram a ocorréncia do impacto na micobiota do solo. O género Chrysosporium
sp. foi o que melhor apresentou atividade enzimatica celulasica e lipasica nas temperaturas de
28°C e 35°C. A atividade ureésica mostrou-se com valores pouco significantes em relagdo aos

resultados das demais enzimas.
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CONCLUSOES GERAIS

» No lodo de esgoto estédo presentes fungos dos géneros Aspergillus sp., Chrysosporium
sp., Monotospora sp., Penicillium sp. e Scedosporium sp.;

» No solo agricultdvel estdo presentes os fungos dos géneros Aspergillus sp.,

Cladosporium sp., Mucor sp. e Penicillium sp.;

» No solo agricultavel com adigdo de lodo de esgoto, encontram-se apenas 0S géneros
Aspergillus sp. e Penicillium sp., afirmando o impacto causado na micobiota do solo

apos as aplicacdes de lodo;

» A melhor atividade celulolitica foi verificada pela amostra do género Chrysosporium sp.

nas temperaturas de 28°C e 35°C;

» Todas as culturas de fungos filamentosos apresentaram atividade lipolitica, destacando
0 género Chrysosporium sp. com melhores resultados nas duas temperaturas testadas.

» A atividade enzimética da urease mostrou-se com valores pouco significantes em

relagéo aos resultados das demais enzimas;

» As amostras de fungos filamentosos apresentaram melhor capacidade hidrolitica na

temperatura de 35°C.



Leite, M. V. Fungos filamentosos do lodo de esgoto: impacto na microbiota fungica e potencial 63
enzimatico

ANEXOS



Leite, M. V. Fungos filamentosos do lodo de esgoto: impacto na microbiota fungica e potencial 64
enzimatico

Instrucdes da Revista Brazilian Archives of Biology and Technology

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Submission of papers: Brazilian Archives of Biology and Technology publishes original
research papers, Short notes and Review articles in English in the interdisciplinary areas of
biological sciences and engineering/technology. Submission of paper implies that it has not
been published or being considered for publication elsewhere. Care should be
taken to prepare a compact manuscript with precision in presentation, which will help authors in
its acceptance. All the papers are subjected to review by referees.

Manuscript: Three copies of the single-spaced typed manuscript (maximum 12 pages
for original and review articles and 2-4 pages for short notes) on a high grade A-4 size paper
(210x297 mm), with margins (left 25, right 20, superior and inferior 30 mm) should be prepared.
This should be divided under the following headings: ABSTRACT, INTRODUCTION,
MATERIALS AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION, ACKNOWLEDGEMENTS, RESUMO,
REFERENCES. These headings should be typed in bold upper case (12 font). For review
articles, authors should make their own headings along with Abstract and Introduction.

Title: The title (18 font, bold) of the paper should clearly reflect its contents. It should be
followed by the name(s) of author(s) with expanded initials (12 font, bold) and the address(s)
(italic, 10 font) of the institution(s) where the work has been carried out.

ABSTRACT: Each paper should be provided with an abstract (italic) of 100-150 words,
describing briefly on the purpose and results of the study. It should be prepared as concisely as
possible.

Key words: Authors should provide three to six key words that will be used in indexing
their paper.

INTRODUCTION: This should describe the background and relevant information about
the work. It should also state the objective of the work.

MATERIALS AND METHODS: Authors must take care in providing sufficient details so
that others can repeat the work. Standard procedures need not be described in detail.

RESULTS AND DISCUSSION: Results and Discussion may be presented separately or
in combined form (authors may decide easier way for them). Preliminary work or less relevant
results are not to be described. The reproducibility of the results, including the number of times
the experiment was conducted and the number of replicate samples should be stated clearly.

RESUMO: An abstract of the paper should also be prepared in Portuguese and placed
before the list of References. Authors from other than Latin American countries can seek the
help of Editor's office to prepare Portuguese resumo of their papers.

REFERENCES: References in the text should be cited at the appropriate point by the
name(s) of the author(s) and year (e.g. Raimbault & Roussos, 1996; Raimbault et al., 1997). A
list of references, in the alphabetic order (10 font), should appear at the end of the manuscript.
All references in the list should be indicated at some point in the text and vice versa.
Unpublished results should not be included in the list. Examples of references are given below.
In journals:

Pandey, A. (1992), Recent developments in solid state fermentation. Process Biochem., 27,
109-117.

Thesis:

Chang, C. W. (1975), Effect of fluoride pollution on plants and cattle. PhD Thesis, Banaras
Hindu University, Varanasi, India.

In books:

Tengerdy, R. P. (1998), Solid substrate fermentation for enzyme production. In-Advances in
Biotechno-logy, ed. A. Pandey. Educational Publishers & Distributors, New Delhi, pp. 13-16.



Leite, M. V. Fungos filamentosos do lodo de esgoto: impacto na microbiota fungica e potencial 65
enzimatico

Pandey, A. (1998), Threads of Life. National Institute of Science Communication, New Delhi. In
conferences:

Davison, A. W. (1982), Uptake, transport and accumulation of soil and airborne fluorides by
vegetation. Paper presented at 6th International Fluoride Symposium, 1-3 May, Logan, Utah.

Tables and Figures: Tables and figures, numbered consecutively with arabic numerals
must be inserted at appropriate place in the text. These should be used to present only those
data, which can not be described in the text.

Units and Abbreviations: The Sl system should be used for all experimental data. In
case other units are used, these should be added in parentheses. Only standard abbreviations
for the units should be used. Full stop should not be included in the abbreviation (e.g. m, not m.
or rpm, not r.p.m.). Authors should use '%' and '/" in place of 'per cent' and 'per".

Manuscript lay-out: It is suggested that authors consult a recent issue of the journal for
the style and layout. Except the title, abstract and key words, entire text should be placed in two
columns on each page. Footnotes, except on first page indicating the corresponding author (8
font) should not be included. The entire manuscript should be prepared in Times New Roman,
11 font (except reference list, which should be in 10 font).

Spacing: Leave one space between the title of the paper and the name(s) of the
author(s), and between the headings and the text. No space should be left between the
paragraphs in the text. Leave 0.6-cm space between the two columns.

Electronic submission: Manuscript should be accompanied by a diskette indicating the
name and version of the word processing programme used (use only MS Word 6/7 or
compatible).

Referees: When submitting the manuscript authors may suggest up to three referees,
preferably from other than their own countries, providing full name and address with email.
However, the final choice of referees will remain entirely with the Editor.

Page charges and reprints: There will be no page charges. Reprints can be ordered up
on acceptance of the paper. Manuscripts and all correspondence should be sent to the Editor:
Prof. Dr. Carlos R. Soccol Brazilian Archives of Biology and Technology Rua Prof. Algacyr
Munhoz Mader 3775-CIC 81350-010 Curitiba-PR, Brazil Fax +55-41-247 67 88
Email:niet@tecpar.br.



