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RESUMO: A associação rizóbio x leguminosa 
contribui para enriquecer o solo com nitrogênio por 
meio da fixação biológica. Entretanto, pouco se 
conhece a respeito das características bioquímicas 
destes microrganismos. Nesse contexto, a presente 
investigação avaliou a produção de enzimas 
hidrolíticas extracelulares por isolados e/ou estirpes 
de rizóbios. Foram testados 18 rizóbios quanto as 
atividades amilolítica, lactolítica, pectinolítica, 
proteolítica e quitinolitica, em meio YMA modificado. 
Em relação as atividades enzimáticas, os isolados 5, 
6, 8, 11,15 e 17 apresentaram  atividade lactolítica. O 
isolado 3 e a estirpe EI 6 apresentaram atividade 
quitinolítica.  Das estirpes testadas a EI 6 foi a única 
que apresentou atividade proteolítica e foi a estirpe 
mais eficiente na formação de halo de degradação 
para as enzimas protease e quitinase.  
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INTRODUÇÃO 

Depois dos antibióticos, as enzimas constituem o 
mais importante grupo de produtos biológicos de 
necessidade humana. Inúmeros processos industriais, 
sobretudo nas áreas da biotecnologia industrial, 
ambiental e de alimentos, utilizam a tecnologia das 
enzimas em várias de suas etapas 
 (Pandey et al., 1999). Como exemplo pode-se citar 
o uso destas enzimas em larga escala nas indústrias 
têxtil (amilase, celulase, pectinase), papel (lipase, 
xilanase, oxidoredutase), detergente (celulase, lipase, 
protease), couro (lipase, protease) e de alimento 
(pectinase, lipase, amilase, protease), entre outras, 

segundo Oliveira et al., (2006). De acordo com 
algumas estimativas, o uso de enzimas industriais no 
cenário mundial cresceu de US$ 1 bilhão em 1995 
para US$ 1,5 bilhão em 2000, podendo atingir uma 
marca superior a US$ 2 bilhões em 2008 (Oliveira et 
al., 2006).  

Apesar destas enzimas ocorrerem amplamente 
em plantas e animais, as de origem microbiana 
representam as melhores fontes devido à sua ampla 
diversidade bioquímica e susceptibilidade à 
manipulação genética (Altamirano et al., 2000).  

Excluindo o complexo nitrogenase, pouco se 
conhece a respeito do perfil enzimático dessas 
bactérias. Apesar disso, atividades hidrolíticas em 
estirpes de rizóbio têm recebido alguma atenção, 
principalmente devido ao possível envolvimento 
dessas enzimas no processo de infecção radicular de 
leguminosas. Essa associação simbiótica, além de ser 
essencial na ecologia global do nitrogênio, é de 
grande importância econômica na agricultura mundial 
(Peix et al., 2001). 

Nesse sentido, alguns estudos têm detectado 
atividades pectinolíticas (Hubbell et al., (1978); 
Jimenez-Zurdo et al., (1996); Saleh-Rastin et al., 
(1991)) e hemicelulolíticas (López & Signer, (1987); 
Martinez-Molina, (1979)) em culturas puras de 
rizóbio. Entretanto, até o momento, pouca atenção 
tem sido dada à possível capacidade dessas bactérias 
em produzir outras hidrolases de interesse 
biotecnológico. Portanto, levando-se em 
consideração a diversidade microbiológica e a 
possibilidade de se obterem novas fontes microbianas 
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de enzimas, o presente estudo objetivou avaliar semi-
quantitativamente, em meio de cultura solidificado, as 
atividades amilolíticas, lactolíticas, pectinolíticas, 
proteolíticas e quitinolítica de rizóbios.  

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido, no laboratório de 
Biologia do Solo – IPA. Foram testados 12 isolados e 
seis estirpes de rizóbios, quanto às suas capacidades 
em produzir amilase, lactase, pectinase, protease e 
quitinase em meios de cultura sólidos. Para detecção 
das atividades enzimáticas, o período de incubação 
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 substituído por seus 
respectivos substratos de carbono. Quando 
necessário, o pH dos meios foi ajustado para 6,5 - 
6,8. A capacidade dos isolados e estirpes de rizóbio 
em produzir amilase foi avaliada em meio contendo 
1% de amido de milho (Maizena®) como fonte de 
carbono. Ao final de 96 h de incubação, adicionou-se 
ao meio 5,0 mL de tintura de iodo. Uma zona 
amarelada ao redor da colônia, em contraste com o 
meio azulado, indicou a atividade amilolítica (Buzzini 
& Martini, 2002). A lactase foi avaliada em meio 
sólido contendo 1% de lactose como substrato de 
carbono. Ao final de 168 h de incubação, um halo 
claro ao redor das colônias amareladas indicou a 
atividade lactolítica. A pectinase foi testada em meio 
contendo 1% de pectina cítrica como fonte de 
carbono. Depois de 96 h de incubação, as placas 
contendo o meio receberam 5,0 mL de solução de 
HCl 5N. Um halo claro ao redor das colônias 
alaranjadas indicou a degradação da pectina (Alves 
et al., 2002). A atividade proteolítica foi verificada 
em meio contendo 1% de caseína como fonte de 
carbono. Após 96 h de incubação, adicionou-se às 
placas 5,0 mL de uma solução de ácido acético a 5% 
(Stamford et al., 1998), cujo precipitado torna o ágar 
mais opaco e acentua as zonas claras ao redor das 
colônias, caracterizando a hidrólise da caseína. A 
quitinase foi avaliada em meio sólido contendo 1% de 
quitina como substrato de carbono. Ao final de 168 h 
de incubação, um halo creme ao redor das colônias 
indicou a atividade de degradação da quitina. Os 
rizóbios, cresceram em placas de Petri com meio 
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 

levedura), crescendo sob agitação mecânica pelo 
mesmo tempo. Posteriormente com o auxílio de uma 
pipeta de precisão transferiu-se 5µL da suspensão 
bacteriana para as placas contendo os diferentes 
meios. Foram estabelecidas três bactérias por placa 
descartável (com divisórias), gerando três repetições 
dos ensaios enzimáticos. As análises estatísticas das 
atividades enzimáticas foram realizadas de acordo 
com um delineamento experimental inteiramente 
casualizado, com três repetições, aplicando-se o teste 
de Tukey a 5% de probabilidade, para comparar as 
médias dos tratamentos. Os dados foram analisados 
pelo programa estatístico SANEST (Zonta et al., 
1984). 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

De acordo com a presença do halo de 
degradação os rizóbios testados foram considerados 
como produtores de enzimas hidrolíticas 
extracelulares. De 16 isolados e estirpes testadas 
todas com exceção das estirpes BR 3267 e 4406 
apresentaram formação de halo de degradação para 
as enzimas amilase e quitinase. Quanto a formação 
de halo de degradação para lactase e pectinase as 
estirpes 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 formação de halo de degradação para a 
enzima protease o isolado oito e as estirpes 3267 e 
4406, apresentaram resposta negativa (Tab. 2).  

O índice de atividade enzimática (IE) é um dos 
parâmetros semiquantitativos mais usados para se 
avaliar a capacidade de produção de enzimas pelos 
microrganismos em meio sólido. O processo de 
seleção de microrganismos considerados produtores 
de enzimas inclui a correlação direta entre o 
diâmetro do halo de degradação e a habilidade 
degradativa dos microrganismos (Ceska, 1971; Lin et 
al., 1991). Alguns autores (Lealem & Gashe, 1994; 
Stamford et al., 1998) recomendam um IE = 2,0 para 
considerar um microrganismo produtor de enzimas 
em meio sólido. Apesar dos rizóbios apresentarem-se 
como positivos quanto a degradação de lactase 
(72%), pectinase e protease (83%) e amilase e 
quitinase (89%) (Tab.2), de acordo com os dados da 
Tab.3, apenas os isolados 5, 6, 8, 11, 15 e 17 
apresentaram IE > 2 quanto a atividade lactolítica. O 
isolado seis apesar de obter a maior média 2,63, 
apresentou diferença significativa apenas para o 
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isolado oito. Das estirpes testadas a EI 6, foi o único 
rizóbio capaz de degradar a enzima protease. A 
quitinase é uma enzima importante por apresentar 
capacidade de degradar a parede celular, evitando 
assim doenças em plantas. Sendo assim o isolado 
três e estirpe EI 6 obtiveram índices enzimáticos 
satisfatórios. Nenhum rizóbio atingiu IE para amilase 
e pectinase. Segundo Jimenez-Zurdo et al, (1996) é 
possível que, em função da reduzida atividade 
pectinolítica, sobretudo nos isolados de regiões 
tropicais, seja mais difícil sua observação em meio 
sólido, principalmente num período de incubação 
inferior ao de outros estudos (Hubbell et al., 1978 e 
Mateos et al., 1992), que variou entre 14 a 21 dias. 
 

CONCLUSÕES 

Em relação as atividades enzimáticas, os isolados 
(5, 6, 8, 11, 15 e 17) apresentaram  atividade 
lactolítica. O isolado três e a estirpe EI 6 
apresentaram atividade quitinolítica.  A estirpe EI 6 
foi a única que apresentou atividade proteolítica. A 
estirpe EI 6 foi a mais eficiente na formação de halo 
de degradação para as enzimas protease e quitinase.  
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Tabela 1.Isolados e estirpes de rizóbios utilizados no experimento. 

Código de acesso Isolados/estirpes Planta hospedeira Procedência  
2 Phaseolus vulgaris Lab de Biologia de Solo – IPA 
3 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
4 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
5 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
6 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
7 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
8 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
11 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
14 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
15 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
16 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 
17 Phaseolus vulgaris  Lab de Biologia de Solo – IPA 

EI – 6 Vigna unguiculata [L.] Walp Lab de Biologia de Solo – IPA  
NFB 494 Leucaena leucocephala L. Lab. Microbiologia – UFRPE 
NFB 577 Mimosa caesalpiniaefolia 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 Enterolobium contortisiquum CNPAB Km 47 – Seropédica/RJ 

 

Tabela 2. Produção de enzimas hidrolíticas por isolados e estirpes de rizóbio em meio sólido. 
Enzimas 

Isolados/estirpes 
Amilase Lactase Pectinase Protease Quitinase 

2 + + + + + 
3 + + + + + 
4 + + + + + 
5 + + + + + 
6 + + + + + 
7 + - - + + 
8 + + + - + 
11 + + + + + 
14 + - + + + 
15 + + + + + 
16 + - + + + 
17 + + + + + 

EI – 6 + + + + + 
NFB 494 + + + + + 
NFB 577 + + + + + 
NFB 700 + + + + + 
BR 3267 - - - - - 
BR 4406 - - - - - 

+ presença do halo de hidrólise, - ausência de halo de hidrólise. 
 

Tabela 3. Atividades semiquantitativas de lactase, protease e quitinase produzida por isolados de rizóbio em 
meio YMA modificado. 

Isolados/Estirpes 
Diâmetro do halo 

de degradação (mm) 
Diâmetro do halo 
da colônia (mm) 

IE* 

Atividade lactolítica 
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 

EI – 6 0,80 0,4 2,00 
Atividade quitinolitica 

3 0,83 0,40 2,08 
EI – 6 0,63 0,30 2,11 

* Os valores dos índices enzimáticos (IE) representam a relação entre o diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro médio da 
colônia. 
** Médias seguidas da mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.  


