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ATIVIDADE ENZIMATICA DE ISOLADOS DE RIZOBIA NATIVOS DA AMAZONIA
CENTRAL CRESCENDO EM DIFERENTES NiVEIS DE ACIDEZ!

Arlem Nascimento de OLIVEIRA?, Luiz Antonio de OLIVEIRA®*,
Jerusa Souza ANDRADE?, Aloisio Freitas CHAGAS JUNIOR?

RESUMO

A importancia das bactérias conhecidas como rizébia no estabelecimento de leguminosas tem sido amplamente reconhecida. Porém,
poucas sao as informacoes referentes ao perfil enzimatico dessas bactérias benéficas. O estudo objetivou investigar a influéncia do
pH do meio soélido sobre a atividade enzimatica de rizébios nativos da Amazoénia Central. Essa triagem constitui o primeiro passo
no processo de selecao de microorganismos benéficos, como produtores de enzimas de aplicacao biotecnolégica. Nesse estudo, 64
isolados de rizébia foram testados para a producao extracelular de amilase, lipase, pectinase e protease, em meio YMA modificado.
Excetuando a atividade pectinolitica, todas as outras enzimas (amilase, lipase e protease) foram detectadas nos isolados investigados.
Dois isolados (INPA R-975 e INPA R-926) exibiram atividades amiloliticas, lipoliticas e proteoliticas. Os indices enzimaticos amiloliticos
e proteoliticos variaram significativamente entre os isolados e as condi¢oes de pH do meio de cultura. De maneira geral, as maiores
atividades amiloliticas e proteoliticas foram exibidas pelos isolados INPA R-957, INPA R-915B e INPA R-991 em pH 6,5. O isolado
INPA R-957 também se mostrou amilolitico e proteolitico nos pHs 5,0 e 8,0. Esse estudo mostrou que alguns rizébios nativos da
Amazonia representam fontes promissoras de amilase e protease de uso biotecnolégico, sobretudo na tecnologia de alimentos.
Palavras-chave: amilase, lipase, pectinase, protease, feijao caupi, soja.

SUMMARY

ENZYMATIC ACTIVITY OF NATIVE CENTRAL AMAZONIAN RHIZOBIA STRAINS GROWN IN DIFFERENT LEVELS OF ACIDITY.
The importance of rhizobia bacteria in the establishment of legume plants has been widely recognized. However, information is
scarce regarding the enzymatic profiles of these beneficial bacteria. The objective of this study was to investigate the influence of
pH of solid medium on enzymatic activity of native Central Amazonian rhizobia strains. This screening constitutes the first step
in selecting beneficial microorganisms as enzyme producers. In this study, 64 strains of rhizobia were screened for extracellular
amylolytic, lipolytic, pectinolytic and proteolytic activities on modified YMA. With the exception of pectinolytic activity, the other
enzymatic activity groups (amylase, lipase and protease) were found in the strains investigated. Two isolates (INPA R-975 and INPA
R-926) exhibited amylolytic, lipolytic and proteolytic activities. The activity levels of the amylases and proteases varied significantly
among strains of rhizobia and among pH conditions. In general, the highest amylase and protease activities were presented by isolates
INPA R-957, INPA R-915B and INPA R-991 at pH 6.5. The INPA R-957 isolate also showed amylolytic and proteolytic activities at
pH 5.0 and 8.0. This study revealed several Central Amazonian rhizobia strains as promising sources of amylase and protease for
biotechnological applications, especially in food technology.

Keywords: amylase, lipase, pectinase, protease, cowpea, soybean.

dades as industrias por efetuarem conversdes biocatali-
ticas finas, eficientes e mais economicas [10]. De acordo
com algumas estimativas, o uso de enzimas industriais

1 - INTRODUCAO

As enzimas sao proteinas vitais que catalisam reagoes

bioquimicas com grande especificidade, sendo capazes de
aumentar em até 10’ vezes algumas reacoes, sem requerer
condicoes extremas de pH, pressao e temperatura. Além de
formarem a base do sistema metabdélico dos organismos
vivos, essas proteinas proporcionam enormes oportuni-
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no cenario mundial cresceu de USS 1 bilhdo em 1995
[9] para USS 1,5 bilhdo em 2000 [20], podendo atingir
USS 2 bilhées em 2005 [10].

Apesar de as enzimas ocorrerem amplamente em
plantas e animais, as de origem microbiana represen-
tam as melhores fontes devido a sua ampla diversidade
bioquimica e susceptibilidade a manipulacao genética
[2]. Depois dos antibiéticos, as enzimas sdo os produ-
tos mais explorados pela industria biotecnolégica, as
quais sao utilizadas em larga escala nas industrias téxtil
(amilase, celulase, pectinase), papel (lipase, xilanase,
oxidoredutase), detergente (celulase, lipase, protease),
couro (lipase, protease) e de alimento (pectinase, lipase,
amilase, protease) [14, 30], entre outras.

As enzimas microbianas extracelulares podem ser
produzidas em meio liquido ou sélido. O uso de meio
solido, ao contrario do meio liquido, permite a triagem de
uma grande quantidade de microorganismos [26], além de
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possibilitar uma rapida deteccao de enzimas especificas
[27, 28, 26]. A melhor diferenciacao quimiotaxonémica de
muitos isolados microbianos é um outro aspecto vantajoso
do meio s6lido em relacdo ao meio liquido [11].

Programas para selecionar novas fontes microbianas para
a producao de enzimas estao crescendo em todas as partes
do planeta. As nitrogenase e hidrogenase presentes nas bac-
térias comumente referidas como rizébia, sdo enzimas chaves
na fixacao biolédgica do nitrogénio atmosférico pelas plantas
leguminosas e, portanto, as de maior interesse biotecnolégico
na area agronomica. Porém, nio se pode negligenciar as po-
tencialidades de uso dessas bactérias como fontes de outras
enzimas de reconhecido valor industrial, como € o caso das
amilases, lipases, pectinases e proteases [14, 30].

Uma das exigéncias para que um microorganismo possa
ser fonte de enzimas de uso potencial nas industrias de
alimentos, € que ele nao cause qualquer tipo de problema
ao consumo humano. E nesse contexto enquadram-se as
bactérias rizobiais, uma vez que até o momento nao se
tem qualquer relato de toxidez causada por esse grupo de
bactérias ao organismo humano.

Intimeros fatores de natureza biolégica ou fisico-quimica
podem influenciar no niimero e atividade enzimatica dos
microorganismos. De acordo com SANOMIYA & NAHAS
[26], a freqiiéncia de bactérias amiloliticas, celuloliticas,
proteoliticas e ureoliticas € significativamente influenciada
pelo pH do solo. Em meio de cultivo s6lido, MACCHERONI
JR. et al. [18], estudando o efeito do pH do ambiente na
secrecao das enzimas amilase, celulase, lipase, pectinase
e protease por isolados de Colletotrichum, observaram
para todas as enzimas, um padrao de secrecao depen-
dente do pH ambiental. Esses relatos deixam claro que
o pH €é uma importante variavel tanto na atividade como
nos mecanismos que controlam a sintese e secrecao das
enzimas extracelulares. Portanto, levando em consideracao
a escassez de estudos referentes ao potencial biotecnol6-
gico desses microorganismos como fontes de enzimas de
interesse alimentar, objetiva-se avaliar a influéncia do pH
do meio sélido sobre as atividades amilolitica, lipolitica,
pectinolitica e proteolitica de isolados de rizébia nativos
da Amazonia Central.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Fontes de in6culo de rizobia e cultivo das
plantas armadilhas

As amostras de solos foram obtidas em propriedades
rurais dos municipios de Careiro da Varzea e Manacapu-
ru, ambos no Estado do Amazonas. Nessas propriedades
foram coletadas amostras de solos de varzea e terra preta
de indio como fontes potenciais de in6éculo de rizébia.
Do ponto de vista quimico, esses solos sao considerados
extremamente férteis. As coletas foram feitas a partir das
rizosferas de cultivos de feijao, mandioca, couve, jerimum,
pepino, quiabo, além de algumas gramineas, a uma pro-
fundidade maxima de 10 cm.
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Para capturar os rizébios presentes nas amostras de
solo, foi realizado um experimento em casa de vegetacao,
usando-se como substrato uma proporcao de areia estéril
(lavada e autoclavada a 121°C por 1 h) e solo in6culo na
proporcao de 30:1, ou seja, 900 g de areia estéril para30 g
de solo in6culo. Foram utilizadas plantas de feijao caupi e
soja como espécies armadilhas, com trés repeticoes para
cada amostra de solo. As sementes dessas leguminosas
foram previamente colocadas em imersao no alcool (95%
por 3 min) visando reduzir sua tensao superficial, para em
seguida serem imersas em hipoclorito de sédio (1% por 3
min). Ao final desses tratamentos, as sementes receberam
lavagens sucessivas com agua estéril (autoclavadaa 121°C
por 30 min).

As sementes isentas de contaminantes foram semeadas
em copos de plastico (700 mL) previamente preparados. A
irrigacao foi feita com agua estéril e, apés uma semana do
inicio da germinacao das sementes, as plantulas receberam
a cada dois dias 50 mL de solu¢ao nutritiva [24], contendo
em mg L' de 4gua estéril: Ca(NO,),, 29; CaSO,.2H,0, 150;
MgSO0,.7H,0, 125; K,HPO,.3H,0, 100; FeEDTA, 6,3; KCl,
1,36; H,BO,, 1,26; MnSO,.H,0, 0,626; ZnS0O,.7H,0, 0,136;
(NH,),Mo,0,,.4H,0, 0,136; CuSO,.5H,0, 0,125. Quando
necessario, o pH dos meios foi ajustado para pH 6,5 com
solucao de KOH a 5%. Depois de 40 dias de semeadura, os
nédulos foram colhidos, lavados em agua corrente e guar-
dados na geladeira antes do isolamento das bactérias.

2.2 - Isolamento dos rizobios e condicoes de
cultivo das bactérias

No laboratério de Microbiologia de Solo da Coordenagao
de Pesquisas em Ciéncias Agronémicas do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (CPCA/Inpa), os nédulos obtidos
como anteriormente descrito foram assepticamente lavados
com alcool (95% por 10 s), seguindo uma desinfestacao
superficial com hipoclorito de s6dio (1% por 4 min) e la-
vagens sucessivas com agua estéril.

Em seguida, os nédulos foram esmagados e a suspensao
obtida semeada pelo método de estrias na superficie de
placas contendo o meio de cultura YMA [32], encerrando
em g L' de 4gua estéril: MgSO,.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1; ex-
trato de levedura, 0,4; manitol, 10; KH,PO,, 0,4; K,HPO,,
0,1, pH 6.,5). Ap6s um periodo maximo de oito dias de
incubacao a 28°C, a massa de bactérias formada sobre o
meio foi novamente inoculada com auxilio de uma alca de
platina, no mesmo meio de cultura, visando obtencao de
colénias puras. Uma caracterizacao parcial das bactérias
foi realizada segundo VINCENT [32] e, ao final dessa etapa,
elas foram codificadas como diferentes isolados de rizébia.
Até a execucao dos testes enzimaticos, as bactérias foram
conservadas em meio YMA a 4°C.

2.3 - Meios de cultivo e processos de triagem
enzimatica

Para deteccao das atividades enzimaéticas extracelulares,
utilizou-se o meio YMA com modificacoes, substituindo-se
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o manitol por outras fontes de carbono (mesma concentra-
cao, 1%) requeridas nos ensaios enzimaticos.

2.3.1 - Atividade amilolitica

Os isolados de rizébia foram testados quanto a habili-
dade em hidrolisar amido de milho (maizena) como tnica
fonte de carbono. Apés quatro dias de incubacao a 28°C,
as colonias na placa de Petri foram reveladas com solucao
de tintura de iodo. Uma zona amarela suave ao redor da
colénia em contraste com o meio azul indicou resultado
positivo para a atividade amilolitica [6].

2.3.2 - Atividade lipolitica

A producgao de lipase extracelular foi registrada
ap6s 14 dias de crescimento das bactérias em meio
contendo azeite de oliva como substrato de carbono
e incubacao a 28°C. Para a revelacao da atividade li-
politica, as placas contendo colonias foram mantidas
durante 12 h na geladeira para induzir a formacao de
cristais de calcio, caracterizado pela presenca de halo
transparente em volta da colénia [27]. Quando nao foi
possivel a visualizacao do halo de degradacao, as placas
foram irradiadas com luz ultravioleta (359 nm), nas
quais a observacao de fluorescéncia ao redor da colénia
caracterizou a presenca da enzima.

2.3.3 - Atividade proteolitica

A habilidade das bactérias em hidrolisar proteinas foi testada
em meio contendo caseina como tnica fonte de carbono. Para
melhor visualizacao do halo de protedlise, apés quatro dias
de incubacao a 28°C, as colbnias nas placas foram reveladas
usando-se solucao de acido acético a 5% [27]. Uma regjao
transparente ao redor da colonia em contraste com a superficie
opaca do meio na placa indicou atividade proteolitica.

2.3.4 - Atividade pectinolitica

Na determinacao da atividade pectinolitica foi utiliza-
da a pectina citrica como substrato de carbono. Apés um
periodo de sete dias de crescimento das bactérias a 28°C,
as coldnias foram reveladas adicionando-se solucao de
HCI 5N. A presenca de um halo claro em volta da colénia
sugeriu a degradacao da pectina citrica [6].

2.4 - Determinacao da atividade enzimatica
extracelular

As medigoes dos diametros dos halos de hidroélise e da
colonia foram realizadas com paquimetro (mm), colocado
no reverso das placas de Petri, nos periodos de incubagéo de

quatro (amilase e protease), sete (pectinase) e 14 dias (lipase)
a 28°C, no escuro. A atividade enzimatica extracelular foi
avaliada mediante a relacao entre o diametro médio do halo
de degradacao e o diametro médio da colonia e expressa
como indice enzimatico [11]. Desse modo, quanto maior
o indice maior ¢ a atividade enzimatica no meio.

2.5 - Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento estatistico inteiramente ca-
sualizado, nos seguintes arranjos fatoriais: 20x3 (isolados
de rizébia amiloliticos e condicbes de pH: 5,0, 6,5 € 8,0); e
24x3 (isolados de rizébia proteoliticos e condicoes de pH).
Quanto as bactérias lipoliticas, nao foi possivel montar um
desenho fatorial em virtude de testes preliminares acusarem
tal atividade somente em pH 6,5.

Os dados de indice enzimatico foram submetidos as
analises de variancia, e nos casos em que foram consta-
tadas variacgées significativas entre os fatores estudados,
as médias foram discriminadas pelo teste de Tukey
(p<0,01), utilizando-se o Sistema de Analise Estatistica
(ESTAT 2.0) [7].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados e testados 64 tipos morfolégicos dis-
tintos de rizébia, dos quais, 35,9% exibiram habilidade em
hidrolisar caseina, 29,7% amido de milho e 4,9% 0leo de
oliva (Tabela 1). Contudo, nenhum dos isolados demonstrou
habilidade em degradar pectina citrica, contradizendo alguns
relatos da ocorréncia de pectinases em estirpes de Rhizo-
bium sp. isoladas de leguminosas de regioes temperadas
[3, 12, 19]. Nesses trabalhos, os autores observaram em
todas as estirpes uma pronunciada atividade pectinolitica
em meio agar pectina, incluindo variantes nao noduliferas
de R. trifolii e R. phaseoli. Por outro lado, HUBBELL et al.
[12], estudando a capacidade de 11 estirpes tropicais de
Rhizobium sp. em degradar pectina, constataram baixos
niveis ou auséncia de pectinases em experimentos condu-
zidos em meio sélido em placas de Petri.

Apesar de poucos estudos publicados sobre esse as-
sunto, é provavel que, devido a baixa atividade pectinolitica
em rizébios tropicais [12], seja mais dificil sua deteccao
em meio de cultura sélido, sobretudo num periodo de
incubacao inferior a de outros relatos, no qual as estirpes
investigadas foram incubadas por até 21 dias [12, 19]. De
modo geral, as bactérias isoladas dos nédulos de feijao
caupi mostraram um complexo enzimatico ligeiramente
mais diversificado em relacao aos isolados bacterianos
de soja. Das quatro enzimas hidroliticas investigadas, os

TABELA 1 - Numero de isolados de rizébia com atividades hidroliticas em meio YMA modificado

Atividades Isolados positivos de feijao

Isolados positivos de soja

N° de isolados positivos/ Isolados positivos (%)

caupi (%) total isolados
Amilolitica 18/46 (39,1) 1/18 (5,6) 19/64 29,7
Lipolitica 3/46 (6,5) 0/18 (0,0) 3/64 4,9
Pectinolitica 0/46 (0,0) 0/18 (0,0) 0/64 0,0
Proteolitica 17146 (37,0) 6/18 (33,3) 23/64 35,9
206 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(1): 204-210, jan.-mar. 2006
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isolados INPA R-975 e INPA R-926 exibiram atividades para
trés: amilase, lipase e protease (Tabela 2). Essa versatili-
dade enzimatica tem sido mostrada por outros grupos de
bactérias do solo [26].

TABELA 2 - Producao de enzimas hidroliticas por isolados de
rizébia em meio YMA modificado

Isolados Amilase Lipase Pectinase  Protease

INPA R-921 + - - -
INPA R-990
INPA R-937°
INPA R-902
INPA R-973"
INPA R-987"
INPA R-923"
INPA R-975
INPA R-926"
INPA R-911"
INPA R-988"
INPA R-957"
INPA R-936"
INPA R-908"
INPA R-938"
INPA R-960
INPA R-968A +
INPA R-927" +
INPAR-16" - - - +
+
+

- - +

+ o+ + + + 4+ 4+ + o+ o+ o+
.
.
\

+ o+ + o+ o+
,
,
,

INPA R-991"

INPA R-915B"
INPA R-922°

INPA R-968B"
INPA R-965 — - -
INPA R-979 - - -
INPA R-989 — - -
INPA R-901 - - -
INPA R-971 - - -
INPA R-972 - - -
INPA R-993A" - - -
INPA R-993" + - -
INPA R-994" - - -
INPA R-995™ - - -

+ o+ o+ o+

+

+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

‘e - bactérias isoladas de feijao caupi e soja, respectivamente. Sinal de mais (+)
— resultado positivo: presenca do halo de hidrdlise; Sinal de menos (-) — resultado
negativo: auséncia de halo

De acordo com os dados da Tabela 1, 37% das bactérias
que induziram nodulag¢ao no feijao caupi apresentaram ati-
vidade proteolitica. O mesmo perfil enzimatico foi observado
em mais de 33% dos isolados de rizébia de soja, ratificando
alguns relatos anteriores de producao dessa hidrolase por
algumas estirpes de Rhizobium [20, 9]. Quanto a habili-
dade em hidrolisar amido de milho, 39,1% das bactérias
isoladas de feijao caupi manifestaram essa capacidade em
meio YMA modificado. Por outro lado, entre os 18 isolados
obtidos dos ndédulos de soja, apenas um demonstrou tal
habilidade enzimatica (Tabelas 1 e 2).

ALLISON [1] demonstrou que o suprimento de carboi-
drato é um dos principais fatores envolvido na formacao e
desenvolvimento de nédulos em leguminosas. Em plantas
de feijao comum e soja, estudos tém registrado acimulos
de trealose, maltose e sacarose nos nédulos radiculares
dessas leguminosas [29, 8]. Enzimas correspondentes
para esses dissacarideos também tém sido detectadas nos
nédulos [29,13]. A acumulacao de amido também parece
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ser importante durante a nodulacdo e amiloplastos tém
sido encontrados acumulados em nédulos e em células
corticais de alfafa nodulada por Rhizobium meliloti [4].
Esse fato foi confirmado a partir de uma observacao que
um mutante nao-nodulifero de Bradyrhizobium japonicum
acumulou amido em nédulos de soja [22].

Em adicao, trabalho conduzido por BERTHELOT &
DELMOTTE [5] sugeriu uma possivel participacao das glico-
sidases (maltase, amilases, trealase e celulase) no estabeleci-
mento da simbiose intracelular entre leguminosas e rizobias.
Esses estudos corroboram os resultados sobre a ocorréncia
de atividade amilolitica observados no presente trabalho.

Nas condi¢Oes experimentais estudadas, a atividade
lipolitica foi observada apenas nas bactérias que induziram
nodulacao nas plantas de feijao caupi (Tabela 2).

Aliteratura atual registra varias metodologias para se ava-
liar a habilidade dos microorganismos em produzir enzimas
extracelulares em meio sélido. De acordo com alguns autores
[23, 17, 27], entre as variaveis que determinam e viabilizam
a escolha do método mais apropriado de triagem microbiana
incluem a relacao direta entre o tamanho do halo e a capaci-
dade degradativa dos microorganismos. LEALEM & GASHE
[16, citado por 27] sugerem um indice enzimatico 22,0 para
considerar um microorganismo como produtor potencial de
enzimas em meio sélido. No presente estudo, em se tratando
da atividade amilolitica, o indice enzimatico encontrado variou
significativamente entre os diferentes isolados de rizébia e o
pH do meio sélido; os dados revelaram também uma interagao
significativa entre esses dois fatores (Tabela 3), enaltecendo os
resultados observados por outros autores [15, 18, 26].

TABELA 3 - Influéncia do pH sobre os indices enzimaticos amilo-
liticos* dos isolados de rizébia em meio YMA modificado!

Isolados PH Médias/

5,0 6,5 8,0 Isolados
INPA R-921 14aE 1,5 a CDEF 1,5aB 1,5cd
INPA R-990 00bF 1,2aEFG 0,0bC 04f
INPA R-902 1,5aDE 1,3bCDEFG 0,0cC 09e
INPA R-973 00bF 1,4 a CDEF 00bC 05f
INPA R-987 00bF 21aB 00bC 0,6f
INPA R-923 0,0bF 1,1aFG 00bC 0,4 f
INPA R-975 1,8 b CDE 21aB 1,3cBC 1,7 cd
INPA R-926 00bF 3,1aA 0,0bC 10e
INPA R-988 2,5bAB 2,8aA 0,0cC 18¢c
INPA R-957 28aA 2,8aA 26aA 28a
INPA R-908 00bF 1,3 a CDEFG 00bC 04f
INPA R-986 00bF 1,4 a CDEF 00bC 05f
INPA R-960 1,4abE 1,3 b CDEFG 1,7aB 1,5cd
INPAR-968A 1,5abDE 1,3 b CDEFG 1,6aB 1,5cd
INPA R-927 0,0bF 1,4 a CDEF 1,6aB 10e
INPA R-991 2,8aA 1,8bBC 2,8aA 2,5ab
INPAR-915B 2,1 bBC 2,2abB 25aA 2,3b
INPA R-922 1,9aBCD 1,8aBC 1,5bB 18¢c
INPA R-968B 00bF 0,0bH 1,5aB 05f
Médias/pH 1,0B 1,7A 1,0B -

'Médias de trés repeticoes — Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na
horizontal (médias dos pHs do meio dentro de cada isolado rizébia) e maitisculas na
vertical (médias dos isolados rizébia dentro de cada pH do meio), nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,01). *Os valores dos indices enzimaticos representam a relacao
entre o diametro médio do halo de degradacao e diametro médio da colonia
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Ao avaliar os indices enzimaticos amiloliticos dos di-
ferentes isolados de rizébia (valor médio de hidrolise do
amido nos trés niveis de pH), observou-se que apenas os
isolados INPA R-957, INPA R-991 e INPA R-915B expressa-
ram valores superiores a 2,0 (Tabela 3). Por outro lado, a
interacao entre fatores indica que outras bactérias podem
ser consideradas boas produtoras de amilases, como é o
caso dos isolados INPA R-988, INPA R-987, INPA R-975
e INPA R-926, que demonstraram, com excecao do INPA
R-988, indices enzimaticos maiores do que 2 em meio
ligeiramente acido (pH 6,5).

Essa constatacao pode estar relacionada as condigoes
edaficas, das quais as bactérias foram inicialmente isola-
das (pHs 4,3 a 6,2). Em outros estudos, esse fato tem sido
igualmente observado para outros microorganismos do
solo (15, 6). Quando incubados em meio com pH 6,5, os
isolados de rizébia exibiram a maior média de atividade
amilolitica, refor¢ando a idéia de que esse pode ser o pH
preferencial de crescimento e producao de amilases por
algumas bactérias da regiao.

Os diferentes pHs do meio sélido nao influenciaram
a atividade amilolitica das bactérias INPA R-921, INPA
R-957, INPA R-960, INPA R-968A e INPA R-915B, cujos
indices enzimaticos em meio alcalino foram >1,5. Esses
dados mostram a eficiéncia dessas bactérias em hidrolisar
amido de milho em ambientes acidos e alcalinos. Vale res-
saltar que no ambiente alcalino, dentre os isolados citados
anteriormente, apenas INPA R-957 e INPA R-915B podem
ser considerados bons produtores de amilases, pois seus
indices enzimaticos foram superiores a 2,0 (Tabela 3).

Contrariamente aos encontrados no presente estudo,
MACCHERONI JR. et al. [18] nao detectaram atividade
amilolitica em Colletotrichum crescendo em pH 8,0. Esse
fato pode estar relacionado com a natureza acidéfila do
fungo. Nesse estudo, o registro de atividades amiloliticas
em uma ampla variagao de pH sugere a possibilidade de
uso dessas enzimas nos mais variados campos biotecno-
légicos, sobretudo na induastria do amido [30].

A atividade lipolitica foi registrada apenas em pH 6,5,
confirmando em parte os relatos de Maccheroni Jr. et al.
[18], que observaram ainda a secrecao dessa enzima em
ambiente alcalino. No presente trabalho, os indices enzi-
maticos lipoliticos dos isolados INPA R-926, INPA R-975
e INPA R-973 foram estatisticamente iguais e inferiores a
2.0, logo nao devem ser considerados como bons produ-
tores de lipase.

A atividade proteolitica dos rizébios investigados variou
de 0 a 6,7, resultando em diferencas significativas entre
os fatores isolados e condicoes de pH do meio (Tabela
4). Essa interacgao significativa confirma os estudos de
MACCHERONI JR. et al. [18], conforme os quais o pH do
meio € uma importante variavel na regulacao da produgao
de protease por isolados de Colletotrichum. Analisando o
indice enzimatico nas diferentes condicoes de pH, cons-
tatou-se que os isolados INPA R-957, INPA R-915B, INPA
R-972 e INPA R-991 mostraram valores maiores do que
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2,0, porém, sem diferirem significativamente entre si. A
atividade proteolitica dos isolados crescendo em pH 6,5
de uma maneira geral foi estatisticamente superior em
relagao aos indices registrados nas duas outras condi¢oes
de pH (Tabela 4).

TABELA 4 - Influéncia do pH sobre os indices enzimaticos prote-
oliticos* dos isolados de rizébia em meio YMA modificado!

Isolados pH Médias/
5,0 6,5 8,0 Isolados
INPA R-989 0,0bD 1,5aEF 0,0bB 0,5de
INPA R-988 1,2aBC 1,7aEF 0,0bB 1,0 cd
INPA R-911 0,0bD 1,6 a EF 0,0bB 0,5 de
INPA R-957 34aA 2,4 b DE 21bA 26a
INPA R-965 0,0bD 2,4 aDE 0,0bB 0,8 cde
INPA R-987 0,0bD 3,5aBC 0,0bB 1,2 bc
INPA R-926 0,0bD 1,7aEF 0,0bB 0,6 cde
INPA R-901 0,0bD 1,3aF 0,0cB 0,5 de
INPA R-986 0,0bD 2,8aCDh 0,0bB 0,9 cde
INPA R-915B 10bC 6,7aA 0,0cB 26a
INPA R-971 0,0bD 2,4 aDE 24aA 1,6 b
INPA R-972 0,0cD 44aB 23bA 22a
INPA R-968 0,0bD 1,6 a EF 0,0bB 0,5 de
INPA R-922 1,2aBC 00bG 0,0bB 04e
INPA R-902 1,3aBC 0,0bG 0,0bB 0,5 de
INPA R-975 1,9aBC 00bG 0,0bB 0,6 cde
INPA R-927 2,1aB 00bG 0,0bB 0,7 cde
INPA R-996 1,1aC 00bG 0,0bB 04e
INPA R-991 3,6aA 2,2 b DEF 1,5cA 24a
INPA R-993B 0,0bD 1,7aEF 0,0bB 0,6 cde
INPA R-994 0,0bD 2,1 aDEF 0,0bB 0,7 cde
INPA R-995 0,0bD 1,5aEF 0,0bB 0,5 de
INPA R-993A 0,0bD 2,4 aDE 0,0bB 0,8 cde
Médias/pH 0,7B 1,9A 04C -

'Médias de trés repeticoes — Médias seguidas pelas mesmas letras mintdsculas na
horizontal (médias dos pHs do meio dentro de cada isolado rizébia) e maitsculas na
vertical (médias dos isolados rizébia dentro de cada pH do meio), nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,01). *Os valores dos indices enzimaticos representam a relacao
entre o diametro médio do halo de degradacao e o diametro médio da col6nia

Dentre as bactérias consideradas produtoras de proteases,
INPA R-991, INPA R-957 e INPA R-927 expressaram as
maiores atividades em pH 5,0. Por sua vez, os isolados
INPA R-915B, INPA R-972, INPA R-987, INPA R-986, INPA
R-965, INPA R-993A e INPA R-994 exibiram os maiores
valores em pH 6,5. Vale acrescentar, ainda, que nesse pH o
isolado INPA R-915B apresentou o maior indice enzimatico
registrado no presente estudo (Tabela 4). O isolado INPA
R-971 foi o inico a manifestar maxima atividade proteolitica
sob condicao alcalina, apesar desse valor nao diferir do
indice registrado em pH 6,5. Ainda que estatisticamente
inferior aos indices enzimaticos anotados em ambiente
acido, o isolado INPA R-972 também pode ser considerado
proteolitico em meio alcalino (Tabela 4).

Muitas proteases comerciais, principalmente de carater
neutro e alcalino, sao produzidas por bactérias do género
Bacillus [25]. As proteases neutras de bactérias sdo ativas
em pH variando de 5,0 a 8,0, tendo relativamente baixa
termotolerancia. Devido a sua taxa intermediaria de reacao,
as proteases neutras produzem menos amargor em alimen-
tos protéicos hidrolisados do que as de origem animal e,
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por essa razao, sao valiosas para o uso nas industrias de
alimentos [25]. Embora esse estudo nao aborde aspectos
cinéticos das enzimas, a habilidade exibida por alguns
isolados nativos de rizébia em produzir niveis “altos de
proteases” em meio acido e alcalino, é um forte indicio de
que essas bactérias sdo fontes potenciais promissoras de
proteases de aplicacao biotecnoldgica, especialmente no
campo da tecnologia de alimentos.

4 - CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que cerca
de um tergo dos isolados de rizébia apresenta atividade
amilolitica e proteolitica em meio YMA modificado, com o
maior ntumero de isolados com esses perfis enzimaticos
sendo obtidos a partir dos nédulos de feijao caupi.

Os nédulos de feijao caupi foram a melhor fonte de
bactérias lipoliticas e a atividade pectinolitica nao foi ano-
tada em nenhum dos 64 isolados investigados.

Esse estudo também demonstrou que as atividades
amiloliticas e proteoliticas dos diferentes isolados estao
sujeitas as variacoes de pH do meio, com freqiiéncia e
atividade enzimatica sendo maiores em pH 6,5.

Os isolados INPA R-957, INPA R-915B e INPA R-991
exibiram os maiores indices amiloliticos e proteoliticos,
enquanto INPA R-975 e INPA R-926 foram os de maior di-
versificacao enzimatica, produzindo, concomitantemente,
amilase, lipase e protease em meio YMA modificado.
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