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RESUMO: A associagdo rizobio X leguminosa
contribui para enriquecer 0 solo com nitrogénio por
meio da fixacdo biolégica. Entretanto, pouco se
conhece a respeito das caracteristicas bioquimicas
destes microrganismos. Nesse contexto, a presente
investigagdo avdiou a produgdo de enzimas
hidroliticas extracelulares por isolados €/ou estirpes
de rizobios. Foram testados 18 rizébios quanto as
aividades amilolitica, lactolitica,  pectinolitica,
proteolitica e quitinolitica, em meio Y MA modificado.
Em relagcdo as atividades enziméticas, os isolados 5,
6, 8, 11,15 e 17 apresentaram  atividade lactolitica. O
isolado 3 e a estirpe EI 6 apresentaram atividade
quitinolitica. Das estirpes testadas a El 6 foi aUnica
que apresentou atividade proteolitica e foi a estirpe
mais eficiente na formagéo de halo de degradacéo
para as enzimas protease e quitinase.
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INTRODUCAO

Depois dos antibidticos, as enzimas congtituem o
mais importante grupo de produtos bioldgicos de
necess dade humana. Indimeros processos industriais,
sobretudo nas éeas da biotecnologia industrial,
ambiental e de aimentos, utilizam a tecnologia das
enzimas em vaias de suas @ etapas
(Pandey et a., 1999). Como exemplo pode-se citar
0 UsO destas enzimas em larga escala nas industrias
téxtil (amilase, celulase, pectinase), pape (lipase,
xilanase, oxidoredutase), detergente (celulase, lipase,
protease), couro (lipase, protease) e de aimento
(pectinase, lipase, amilase, protease), entre outras,

segundo Oliveira et a., (2006). De acordo com
agumas estimativas, 0 uso de enzimas industriais no
cen&rio mundia cresceu de US$ 1 hilhdo em 1995
para US$ 1,5 bilh& em 2000, podendo atingir uma
marca superior a US$ 2 hilhdes em 2008 (Oliveira et
a., 2006).

Apesar destas enzimas ocorrerem amplamente
em plantas e animais, as de origem microbiana
representam as melhores fontes devido a sua ampla
diversdade bioguimica e susceptibilidade a
manipulagdo genética (Altamirano et a., 2000).

Excluindo o complexo nitrogenase, pouco se
conhece a respeito do perfil enzimético dessas
bactérias. Apesar disso, atividades hidroliticas em
edtirpes de rizébio tém recebido aguma atencéo,
principdmente devido a0 possivel envolvimento
dessas enzimas no processo de infecgdo radicular de
leguminosas. Essa associagdo smbidtica, além de ser
esencid na ecologia globa do nitrogénio, é de
grande importancia econdmica na agricultura mundial
(Peix et d., 2001).

Nesse sentido, aguns estudos tém detectado
atividades pectinoliticas (Hubbell et d., (1978);
Jmenez-Zurdo et d., (1996); SdehRadtin et 4.,
(1991)) e hemicdulaliticas (L6pez & Signer, (1987);
MartinezMolina, (1979)) em culturas puras de
rizébio. Entretanto, at€ 0 momento, pouca atencéo
tem sido dada a possivel capacidade dessas bactérias
em produzir outras hidrolases de interesse
biotecnol dgico. Portanto, levando-se em
consderagdo a diversdade microbiologica e a
possibilidade de se obterem novas fontes microbianas
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de enzimas, o presente estudo objetivou avaiar semi-
guantitativamente, em meio de cultura solidificado, as

aividades amiloliticas, lactoliticas, pectinoliticas,
proteoliticas e quitinolitica de rizobios.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido, no laboratorio de
Biologiado Solo — IPA. Foram testados 12 isolados e
sais estirpes de rizobios, quanto as suas capacidades
em produzir amilase, lactase, pectinase, protease e
quitinase em meios de cultura solidos. Para deteccéo
das atividades enziméticas, o periodo de incubacéo
das bactérias a 28 °C no escuro variou de 24 a 168
h. As enzimas foram testadas em meio YMA
modificado, no qual o manitol foi substituido por seus
respectivos substratos de carbono. Quando
necessario, o pH dos meios foi gustado para 6,5 -
6,8. A capacidade dos isolados e estirpes de rizobio
em produzir amilase foi avaliada em meio contendo
1% de amido de milho (Maizena®) como fonte de
carbono. Ao fina de 96 h de incubacdo, adicionou-se
a0 meo 50 mL de tintura de iodo. Uma zona
amarelada ao redor da colbnia, em contraste com o
meio azulado, indicou a dividade amilalitica (Buzzini
& Martini, 2002). A lactase foi avadiada em meo
solido contendo 1% de lactose como substrato de
carbono. Ao fina de 168 h de incubagdo, um hao
claro a0 redor das colGnias amareladas indicou a
aividade lactolitica. A pectinase foi testada em meio
contendo 1% de pectina citrica como fonte de
carbono. Depois de 96 h de incubacéo, as placas
contendo 0 meio receberam 5,0 mL de solucéo de
HClI 5N. Um hao claro ao redor das col6nias
alaranjadas indicou a degradacéo da pectina (Alves
et a., 2002). A dividade proteolitica foi verificada
em meio contendo 1% de caseina como fonte de
carbono. Apds 96 h de incubacéo, adicionou-se as
placas 5,0 mL de uma solucéo de &cido acético a 5%
(Stamford et al., 1998), cujo precipitado torna o &gar
mais opaco e acentua as zonas claras ao redor das
colbnias, caracterizando a hidrdlise da caseina. A
quitinase foi avaliada em meio sdlido contendo 1% de
quitina como substrato de carbono. Ao fina de 168 h
de incubag&o, um halo creme ao redor das colbnias
indicou a atividade de degradacdo da quitina. Os
rizébios, cresceram em placas de Petri com meo
YMA (agar manitol extrato de levedura) pH 6,5
segundo Vincent (1970), por 48h a temperatura 29
°C, em seguida foram repicados para frascos
Erlenmeyer contendo meio YM (manitol e extrato de
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levedura), crescendo sob agitagdo mecanica pelo
mesmo tempo. Posteriormente com o auxilio de uma
pipeta de precisdo transferiu-se UL da suspenséo
bacteriana para as placas contendo os diferentes
meios. Foram estabelecidas trés bactérias por placa
descartavel (com divisdrias), gerando trés repeticoes
dos ensaios enziméaticos. As andlises estatisticas das
atividades enziméaticas foram redizadas de acordo
com um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, aplicando-se o teste
de Tukey a 5% de probabilidade, para comparar as
meédias dos tratamentos. Os dados foram analisados
pelo programa edtatistico SANEST (Zonta et al.,
1984).

RESULTADOSE DISCUSSAO

De acordo com a presenga do hao de
degradacdo os rizobios testados foram considerados
como produtores de enzimas hidroliticas
extracelulares. De 16 isolados e estirpes testadas
todas com excecdo das estirpes BR 3267 e 4406
apresentaram formagéo de halo de degradacéo para
as enzimas amilase e quitinase. Quanto a formacéo
de halo de degradacéo para lactase e pectinase as
edtirpes BR 3267 e 4406 e o isolado sete, e
acrescentando os isolados 14 e 16 (somente para a
enzima lactose) apresentaram resposta negativa
Quanto a formacéo de halo de degradacéo para a
enzima protease o isolado oito e as estirpes 3267 e
4406, apresentaram resposta negativa (Tab. 2).

O indice de atividade enzimética (IE) é um dos
parémetros semiquantitativos mais usados para se
avdiar a capacidade de producdo de enzimas pelos
microrganismos em meio sdlido. O processo de
selecdo de microrganismos considerados produtores
de enzimas inclui a corrdacdo direta entre o
didmetro do halo de degradacdo e a habilidade
degradativa dos microrganismos (Ceska, 1971; Lin et
a., 1991). Alguns autores (Ledlem & Gashe, 1994;
Stamford et a., 1998) recomendam um IE = 2,0 para
consderar um microrganismo produtor de enzimas
em meio solido. Apesar dos rizdbios apresentarem-se
como positivos quanto a degradacdo de lactase
(72%), pectinase e protease (83%) e amilase e
quitinase (89%) (Tab.2), de acordo com os dados da
Tab.3, gpenas os isolados 5, 6, 8, 11, 15 e 17
apresentaram |E > 2 quanto a atividade lactolitica. O
isolado seis apesar de obter a maior média 2,63,
apresentou diferenca significativa apenas para o
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isolado oito. Das egtirpes testadas a El 6, foi oUnico
rizobio capaz de degradar a enzima protease. A
quitinase € uma enzima importante por apresentar
capacidade de degradar a parede celular, evitando
assm doencas em plantas. Sendo assm o isolado
trés e estirpe El 6 obtiveram indices enzimaticos
satisfatérios. Nenhum rizébio atingiu IE para amilase
e pectinase. Segundo Jimenez-Zurdo et a, (1996) é
possivdl que, em funcdo da reduzida atividade
pectinolitica, sobretudo nos isolados de regides
tropicais, sgja mais dificil sua observacdo em meio
solido, principamente num periodo de incubacdo
inferior a0 de outros estudos (Hubbell et d., 1978 e
Mateos et d., 1992), que variou entre 14 a 21 dias.

CONCLUSOES

Em relacdo as atividades enziméticas, os isolados
(5 6, 8 11, 15 e 17) apresentaram  atividade
lactoliica. O isolado trés e a estirpe ElI 6
apresentaram atividade quitinolitica. A egtirpe El 6
foi a Unica que apresentou atividade proteolitica. A
estirpe El 6 foi a mais eficiente na formago de halo
de degradacéo para as enzimas protease e quitinase.
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Tabela 1.1s0lados e estirpes de rizobios utilizados no experimento.

Caodigo de acesso | soladog/estir pes

Planta hospedeira

Procedéncia

2 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

3 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

4 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

5 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

6 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

7 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

8 Phaseolus vulgaris Lab de Biologia de Solo — IPA

11 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

14 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

15 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

16 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo — IPA

17 Phaseolus vulgaris Lab de Biologiade Solo— IPA

El -6 Vigna unguiculata [L.] Walp Lab de Biologiade Solo — IPA

NFB 494 Leucaena leucocephala L. Lab. Microbiologia— UFRPE

NFB 577 Mimosa caesal piniaefolia Benth. Lab. Microbiologia— UFRPE

NFB 700 Cajanus cajans[L.] Mills Lab. Microbiologia— UFRPE

BR 3266 Vigna unguiculata [L.] Walp. CNPAB Km 47 — Seropédica/RJ
BR 4406 Enter ol obium contortisiquum CNPAB Km 47 — Seropédica/RJ
Tabda 2. Producdo de enzimas hidraliticas por isolados e estirpes de rizébio em meio sdlido.
| sol adog/estir pes . Enzmas .
Amilase L actase Pectinase Protease Quitinase

2 + + + + +
3 + + + + +
4 + + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + - - + +
8 + + + - +
11 + + + + +
14 + - + + +
15 + + + + +
16 + - + + +
17 + + + + +
El -6 + + + + +
NFB 494 + + + + +
NFB 577 + + + + +
NFB 700 + + + + +
BR 3267 - - - - -
BR 4406 - - - - -

+ presenca do halo de hidrdlise, - auséncia de halo de hidrdlise.

Tabela 3. Atividades semiquantitativas de lactase, protease e quitinase produzida por isolados de rizébio em

meio Y MA modificado.

Diametro do halo

Diametro do halo

. *
| solados/Estirpes de degradagéo (mm) da col6nia (mm) IE
Atividade lactolitica
5 1,63 0,73 2,23ab™
6 1,73 0,67 2,63a
8 1,87 0,90 2,08b
11 1,53 0,67 2,31ab
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15 1,80 0,77 2,37ab
17 1,60 0,73 2,18ab
CV(%) 8,24
Atividade proteolitica
El-6 0,80 04 2,00
Atividade quitinolitica
3 0,83 0,40 2,08
El -6 0,63 0,30 2,11

* Os valores dos indices enziméticos (IE) representam a relagdo entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da
colonia.
** Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.



