Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

ISSN: 0101-2061
revista@sbcta.org.br

Sociedade Brasileira de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos

Brasil

J-rnml

cience and
1

\ﬁ echnology

B

Nascimento de OLIVEIRA, Arlem; de OLIVEIRA, Luiz Antonio; Souza ANDRADE, Jerusa;
Freitas CHAGAS JUNIOR, Aloisio
ENZIMAS HIDROLITICAS EXTRACELULARES DE ISOLADOS DE RIZOBIA NATIVOS
DA AMAZONIA CENTRAL, AMAZONAS, BRASIL
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, vol. 26, nim. 4, octubre-diciembre, 2006, pp. 853-860
Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Campinas, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=395940080022

Como citar este artigo [t &\ /"

Nimero completo Sistema de Informacéao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no dmbito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3959
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3959
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=395940080022
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=395940080022
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3959&numero=40080
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=395940080022
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3959
http://www.redalyc.org

ENZIMAS HIDROLITICAS EXTRACELULARES DE ISOLADOS DE RIZOBIA
NATIVOS DA AMAZONIA CENTRAL, AMAZONAS, BRASIL!

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

RESUMO

A associacdao rizébia x leguminosa contribui para enriquecer o solo com nitrogénio por meio da fixacao biolégica. Entretanto, pouco
se conhece a respeito do perfil enzimatico desses microrganismos. Nesse contexto, a presente investigacao propoée avaliar a producao
de enzimas hidroliticas extracelulares por isolados de rizébia nativos da Amazoénia Central. Essa triagem constitui o primeiro passo
na selecao de microrganismos nativos que sao potencialmente exploraveis como produtores de enzimas. Foram testados 67 isolados
nativos de rizébia para as atividades amilolitica, celulolitica, lactolitica, lipolitica, pectinolitica e proteolitica, em meio YMA modificado.
A atividade ureolitica foi detectada em meio agar-uréia. As bactérias isoladas dos nédulos de feijao caupi mostraram maior capacidade
em produzir enzimas do que os isolados bacterianos de soja. De todas as enzimas hidroliticas avaliadas, apenas a pectinase nao
foi detectada neste estudo. Amilase (32,8%), protease (28,4%), urease (20,9%) e carboximetilcelulase (9,0%) foram as enzimas mais
freqiientes produzidas pelos isolados. Neste trabalho, apenas as enzimas amilase e protease variaram significativamente entre os
isolados de rizébia. Os isolados INPA R-926 e INPA R-915 exibiram os maiores indices amiloliticos (IE = 3,1) e proteoliticos (IE = 6,6),
respectivamente. Este estudo revelou alguns isolados de rizébia nativos da Amazoénia Central como fontes promissoras de enzimas
de importancia industrial para uso biotecnolégico.

Palavras-chave: amilase, carboximetilcelulase, lactase, lipase, protease, urease.

SUMMARY

EXTRACELLULAR HYDROLYTIC ENZYMES IN INDIGENOUS STRAINS OF RHIZOBIA IN CENTRAL AMAZONIA, AMAZONAS, BRAZIL.
Legumes enrich the soil by contributing nitrogen through symbiotic biological nitrogen fixation by rhizobia bacteria. However, very little
is known about the extracellular enzymatic profile of these microorganisms. In this context, the production of extracellular hydrolytic
enzymes by indigenous strains of rhizobia in Central Amazonia was evaluated. This screening constitutes the first step in selecting
indigenous microorganisms that are potentially exploitable as enzyme producers. Indigenous strains of rhizobia were screened for
extracellular amylolytic, carboxymethylcellulolytic, lactolytic, lipolytic, pectinolytic and proteolytic activities on modified YMA. Ureolytic
activity was detected on a urea-agar slant. Rhizobia strains isolated from cowpea nodules produced more enzymes than those isolated
from soybean nodules. Out of all the extracellular hydrolytic enzymes evaluated, only pectinase was not detected in this study. The
most frequent rhizobia enzymes were amylase (32.8%), protease (28.4%), urease (20.9%) and carboxymethylcellulase (9.0%). In this
study, only amylase and protease enzymes varied significantly among rhizobia strains. INPA strains R-926 and R-915 showed the
highest enzymatic levels for amylase (EI = 3.1) and protease (EI = 6.6), respectively. This paper showed some indigenous strains of
rhizobia from Central Amazonia as promising sources of industrially relevant enzymes for biotechnological purposes.

Keywords: amylase, carboxymethylcellulase, lactase, lipase, protease, urease.

celulase, pectinase, oxidorredutase), de detergentes (celula-
se, lipase, protease, oxidorredutase), alimenticia (celulase,
lactase, lipase, pectinase, protease, oxidorredutase), de

1 - INTRODUCAO

Depois dos antibiéticos, as enzimas constituem o mais

importante grupo de produtos biolégicos de necessidade
humana. Inameros processos industriais, sobretudo nas
areas da biotecnologia industrial, ambiental e de alimen-
tos, utilizam a tecnologia das enzimas em varias de suas
etapas [38].

Atualmente, as enzimas hidroliticas sao as mais utiliza-
das nos processos industriais, sendo aplicadas na degrada-
cao de varias substancias naturais. De forma geral, elas sao
usadas em grande escala nas industrias téxteis (amilase,
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papel (lipase, oxidorredutase, xilanase), e de couro (lipase,
protease) [20, 36].

Devido a sua vasta aplicacao nesses setores industriais,
assim como no campo farmacéutico [41], as proteases
formam o grupo mais estudado das hidrolases. Por outro
lado, as amilases e celulases, comumente utilizadas nas
industrias de amido, téxtil e detergente, representam o se-
gundo maior grupo de enzimas [13]. Segundo HARTZELL
& HSIEH [15] e TZANOV et al. [52], as celulases, lipases
pectinases e proteases podem ser utilizadas eficientemente
nos processos de limpeza de fibras de algodao.

As lactases sao amplamente usadas na manufatura de
produtos alimenticios tais como leites fermentados, sorvetes,
além de outras bebidas lacticas, caso do leite com reduzido
teor de lactose, destinado as pessoas intolerantes a esse
acgucar [49]. As ureases sdo comumente observadas em
ambientes terrestres e aquaticos, nos quais desempenham
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funcoes essenciais no metabolismo do nitrogénio. Por exem-
plo, os processos de degradacao protéica e substituicdo de
nucleotideos requerem atividade ureolitica. Na agricultura,
o uso de uréia como fertilizante exige o controle da urease
no solo para aumentar sua eficiéncia e minimizar as perdas
de nitrogénio [32].

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vanta-
gens sobre as equivalentes de origem animal ou vegetal, como
o menor custo de producao, a possibilidade de producao
em larga escala em fermentadores industriais, além de ofe-
recer um amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas
[25]. Apesar disso, enzimas com o mesmo perfil de atuacao
sobre o substrato podem apresentar funcionamento 6timo
em pH, temperatura e concentracao i6nica diferentes, o que
requer a triagem de enzimas adequadas as condig6es nas
quais serao utilizadas. Portanto, a identificacdo de novas
fontes microbianas, principalmente ndo téxicas ao organis-
mo humano, € de grande interesse estratégico, pois além
de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados
processos industriais, tornam possivel o desenvolvimento
de novos sistemas enzimaticos que nao podem ser obtidos
de plantas ou animais [2].

Rizo6bia sdo bactérias simbiontes que formam nédulos
nas raizes de leguminosas. No interior dos nédulos e na
presenca de ATP, o complexo nitrogenase reduz o nitrogénio
atmosférico em amonia que € utilizada pelas plantas. Essa
associacao simbiética, além de ser essencial na ecologia
global do nitrogénio, € de grande importancia econémica
na agricultura mundial [39].

Excluindo o complexo nitrogenase, pouco se conhece a
respeito do perfil enzimatico dessas bactérias. Apesar disso,
atividades hidroliticas em estirpes de rizébia tém recebido
alguma atencao, principalmente devido ao possivel envolvi-
mento dessas enzimas no processo de infeccao radicular de
leguminosas. Nesse sentido, alguns estudos tém detectado
atividades pectinoliticas [17, 19, 42], celuloliticas [19, 26,
33, 42] e hemiceluloliticas [24, 26] em culturas puras de
rizébia. Entretanto, até o momento, pouca atencao tem sido
dada a possivel capacidade dessas bactérias em produzir
outras hidrolases de interesse biotecnolégico. Portanto,
levando-se em consideracao a diversidade microbiolégica
da regiao e a possibilidade de se obterem novas fontes mi-
crobianas de enzimas, o presente estudo objetivou avaliar
semiquantitativamente, em meio de cultura solidificado, as
atividades amiloliticas, celuloliticas, lactoliticas, lipoliticas,
pectinoliticas, proteoliticas e ureoliticas de rizébios nativos
da Amazonia Central.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Coleta dos solos-indculos

Amostras dos solos foram obtidas em propriedades
rurais dos Municipios de Careiro da Varzea e Manacapuru,
ambos no Estado do Amazonas. Nessas localidades, foram
coletadas amostras de solos de Varzea e de Terra Preta de
Indio como fontes potenciais de inéculo de rizébia. Do ponto
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de vista quimico, esses dois tipos de solos sao considerados
férteis. As coletas dos solos foram feitas a partir da rizosfera
de plantas de feijao, mandioca, couve, jerimum, pepino, quia-
bo e gramineas, a uma profundidade méaxima de 10 cm.

2.2 - Cultivo das plantas-armadilhas

Para captura dos rizébios, as amostras de solo-inéculo
foram diluidas em 1/30 com areia previamente esterilizada
(lavada e autoclavada a 121 °C por 60 min). Foram usadas
plantas de feijao caupi e soja como armadilhas, com trés
repeticoes para cada amostra de solo. As sementes dessas
leguminosas foram previamente desinfestadas com éalcool a
95% e solucao de hipoclorito de sédio a 1% por trés minutos
e, posteriormente, semeadas em copos plasticos (700 mL).
Em casa de vegetacao, as plantas-armadilhas foram irrigadas
diariamente com agua esterilizada e nutridas a cada dois dias
com 50 mL de solucao nutritiva [37], contendo em mg L' de
agua estéril: Ca (NO,),, 29; CaS0,.2H,0, 150; MgSO,.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; CuS0O,.5H,0, 0,125; pH 6.,5. Ao final de 45 dias do
inicio da germinacao, os nédulos radiculares foram cole-
tados, lavados e armazenados em geladeira (4 °C por 24 h)
antes da etapa de isolamento das bactérias.

2.3 - Isolamento dos rizobios e
condicoes de cultivo

Primeiramente, os nédulos foram lavados com etanol a
95% por dez segundos, imersos em hipoclorito de sédio a
1% por quatro min e lavados oito vezes com agua estéril. Em
seguida, foram esmagados, com o auxilio de uma pinga, em
agua estéril e a suspensao de bactérias riscada no meio YMA
[55]. Ap6s o processo de riscagem, incubaram-se as placas
a 28 °C no escuro até o surgimento de coldnias crescidas
e isoladas. Com o auxilio de uma alca de platina, a massa
de bactérias formada sobre o meio foi novamente riscada
no mesmo meio de cultura, visando obtencao de colonias
puras. Depois dessa etapa, os isolados foram codificados
como diferentes isolados de rizébia. Até a execucao dos
testes enzimaticos, as bactérias foram conservadas em meio
YMA a 28 °C no escuro.

2.4 - Meios de cultura e atividade
enzimatica extracelular

Os isolados de rizébia foram testados quanto as suas
capacidades em produzir amilase, carboximetilcelulase, lac-
tase, lipase, pectinase, protease e urease em meios de cultura
sélidos. Para isso, coldnias puras dos diferentes isolados
foram repicadas no centro de placas de Petri, contendo o
respectivo meio. Para deteccdo das atividades enzimaticas,
o periodo de incubacao das bactérias a 28 °C no escuro
variou de 24 a 336 h. Com excecao da urease, as demais
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 ajustado
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para 6,5 - 6,8. Foram utilizadas trés placas para cada meio
de cultura, como repeticoes dos ensaios enzimaticos.

2.4.1 - Amilase

A capacidade dos isolados de rizébia em produzir ami-
lase foi avaliada em meio contendo 1% de amido de milho
(Maizena®) como fonte de carbono. Ao final de 96 h de in-
cubacao, adicionou-se ao meio 5,0 mL de tintura de iodo.
Uma zona amarelada ao redor da colonia, em contraste com
o meio azulado, indicou a atividade amilolitica [5].

2.4.2 - Carboximetilcelulase

A producao de carboximetilcelulase foi detectada em
meio contendo 1% de carboximetilcelulose como fonte de
carbono. Apés 168 h de incubacéao, a capacidade carboxime-
tilcelulolitica foi constatada por meio da técnica de coloracao
com vermelho Congo [50], que por interagir com uma ampla
variacao de polissacarideos, facilita a visualiza¢ao do halo
de degradacao.

2.4.3 - Lactase

A lactase foi avaliada em meio sélido contendo 1% de
lactose como substrato de carbono. Ao final de 168 h de
incubacao, um halo claro ao redor das colonias indicou a
atividade lactolitica.

2.4.4 - Lipase

Para a avaliacdo da enzima lipase, utilizou-se 0,001%
de Rodamina B acrescido de 1% de azeite de oliva ao meio
como fonte de carbono. Apds 336 h de incubacao, as placas
foram resfriadas a 4 °C por dois dias. A atividade lipolitica
das bactérias foi notada como um precipitado na forma de
cristais de sais de calcio ou como um halo transparente
desse precipitado em volta das coldnias [47]. Quando o
halo de degradacao nao foi visualizado, as placas foram
irradiadas com luz ultravioleta (359 nm), em que a fluo-
rescéncia ao redor das coldnias caracterizou a hidroélise da
fonte de carbono.

2.4.5 - Pectinase

A pectinase foi testada em meio contendo 1% de pectina
citrica como fonte de carbono. Depois de 96 h de incubacao,
as placas contendo o meio receberam 5,0 mL de solucao
de HCI 5 N. Um halo claro ao redor das coldnias indicou a
degradacao da pectina [2].

2.4.6 - Protease

A atividade proteolitica foi verificada em meio contendo
1% de caseina como fonte de carbono. Apés 96 h de incu-
bacao, adicionou-se as placas 5,0 mL de uma solucao de
acido acético a 5% [47], cujo precipitado torna o agar mais
opaco e acentua as zonas claras ao redor das colonias,
caracterizando a hidroélise da caseina.
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2.4.7 - Urease

A hidrélise da uréia como fonte de nitrogénio foi avaliada
no seguinte meio sé6lido (g L' de agua estéril): glicose, 20;
uréia, 1,3; MgSO, 7H,0, 0,5; CaCl,, 0,3; agar, 15 € vermelho
fenol, 0,12, pH 6,8 [11]. Nesse meio, a urease foi observada
adicionando-se 3,0 mL de sobrenadante enzimatico (centri-
fugado a 12000 rpm por dez minutos) proveniente de cada
um dos isolados em tubos de ensaio com o meio agar-uréia.
Ap6és o tempo de reacdo de 24 h, a mudanca do indicador
acido-base de amarelo-alaranjado (pH 6,8) para rosa [29] in-
dicou resultado positivo. Uma vez notada a atividade urease,
recuperou-se parte do sobrenadante que reagiu com o meio
para medir seu pH. Nesse teste, o sobrenadante foi obtido
apos trés dias de crescimento das bactérias em meio YM [55]
modificado, substituindo-se o manitol por maltose.

2.5 - Indice enzimatico

A atividade hidrolitica das bactérias foi estimada semi-
quantitativamente usando-se um indice enzimatico (IE) que
expressa a relagao do diametro médio do halo de degrada-
¢ao e o diametro médio da coldnia [14]. Desta forma, os
isolados de rizébia que exibirem os maiores IE nos meios
de crescimento, sdo os que possuem maior atividade enzi-
matica extracelular.

2.6 - Analises estatisticas

As andlises estatisticas das atividades enzimaticas foram
realizadas de acordo com um delineamento experimental
completamente casualizado, com trés repeticoes, aplicando-
se o teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparar
as médias dos tratamentos. Os dados foram analisados pelo
programa ESTAT, pacote estatistico desenvolvido pelo Depar-
tamento de Ciéncias Exatas UNESP-Jaboticabal (1992) [8].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 67 isolados testados (46 isolados dos
nédulos do caupi e 21 isolados da soja), 22 revelaram ativi-
dade amilolitica (32,8%); 19, proteolitica (28,4%); seis, car-
boximetilcelulolitica (9,0%); quatro, lactolitica (6,0%); trés,
lipolitica (4,5%); e 14 isolados exibiram atividade ureolitica
(20,9%). Porém, nao se observou a producao de pectinase
em nenhum dos isolados de rizébia testados (Tabela 1).
Esse registro contraria relatos da ocorréncia de pectinases
em algumas estirpes de rizobia [17, 19, 28, 40]. HUBBELL
et al.[17] e MATEOS et al. [28] observaram grande variacao
na atividade de pectinases em isolados de Rhizobium tri-
folii e R. phaseoli. No mesmo estudo, HUBBELL et al. [17]
também verificaram baixos niveis ou auséncia de atividade
em onze estirpes tropicais de Rhizobium sp.

E possivel que, em funcao da reduzida atividade pectino-
litica, sobretudo nos isolados de regioes tropicais, seja mais
dificil sua observacao em meio sélido [19], principalmente
num periodo de incubacao inferior ao de outros estudos
[17, 28], que variou de 14 a 21 dias.
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Mais de 73% dos isolados obtidos dos nédulos do cau-
pi exibiram atividades amilolitica, proteolitica, lactolitica,
celulolitica e lipolitica. Nenhuma das bactérias isoladas dos
noédulos da soja mostrou atividade lipolitica em meio YMA
modificado. Quanto a atividade ureolitica, mais de 64% das
bactérias isoladas do caupi demonstraram habilidade em
degradar uréia (Tabela 1). Esses resultados sugerem que
as bactérias isoladas do caupi possuem um complexo en-
zimatico mais diverso em relacao aos isolados bacterianos
de soja. Das sete enzimas avaliadas, os isolados INPA R-926
e INPA R-988 exibiram atividades hidroliticas para quatro.
Dessas, amilase, protease e urease foram comuns aos dois
isolados. Por sua vez, o isolado INPA R-991 apresentou
atividades amilolitica, celulolitica, lactolitica, proteolitica e
ureolitica (Tabela 1). Porém, vale salientar, que dos 67 iso-
lados testados, 32 nao revelaram atividade para nenhuma
das enzimas avaliadas (dados nao mostrados).

O indice de atividade enzimatica (IE) é um dos para-
metros semiquantitativos mais usados para se avaliar a
capacidade de producéo de enzimas pelos microrganismos
em meio sé6lido. O processo de selecao de microrganismos
considerados produtores de enzimas inclui a correlacao

direta entre o diametro do halo de degradacdo e a habi-
lidade degradativa dos microrganismos [6, 22]. Alguns
autores [21, 47] recomendam um IE > 2,0 para considerar
um microrganismo produtor de enzimas em meio sélido.
De acordo com os dados da Tabela 2, as maiores atividades
amiloliticas (IE > 2,7) foram apresentadas pelos isolados de
rizébia INPA R-926, INPA R-988 e INPA R-957. Os isolados
INPA R-991, INPA R-915, INPA R-987, INPA R-975 e INPA
R-994 foram também bons produtores de amilase, pois
exibiram IE > 2,0.

Conforme ALLISON [1], o suprimento de carboidrato
¢ um dos principais fatores envolvidos na formacao e de-
senvolvimento de nédulos em leguminosas. Em plantas
de feijao e soja, alguns trabalhos tém detectado acamulo
de trealose, maltose e sacarose nos nédulos radiculares
[34, 48]. Atividades enzimaticas para esses dissacarideos
também tém sido detectadas nos nédulos [10, 43], com os
seus compartimentos contendo numerosas atividades de
glicosidases [4, 30].

Alguns estudos tém chamado a atencao para a impor-
tancia do amido no processo de nodulacao. ARDOUREL

TABELA 1 - Producao de enzimas hidroliticas por isolados de rizébia em meio sélido.

Carboximetil Lactase

celulase

Isolados Amilase

Lipase Pectinase Protease Urease

INPA R-901
INPA R-902
INPA R-908"
INPA R-911"
INPA R-915
INPA R-921
INPA R-922
INPA R-923"
INPA R-926"
INPA R-927
INPA R-936"
INPA R-937
INPA R-957
INPA R-968"
INPAR-971 - - -
INPA R-972A - + +
INPA R-972B° - - -
INPA R-973" + - -
INPA R-975 + - -
INPA R-979 - + -
INPA R-986"
INPA R-987"
INPA R-988"
INPA R-989 - - -
INPA R-990 + + -
INPA R-4A™ - - -
INPA R-4B™ - - -
INPAR-16" - - -
INPA R-991" + + +
INPA R-993A" + - -
INPA R-993B" - - -
INPA R-994™
INPA R-995™ + - -

+ o+ + 4+ o+ o+ 4+ o+ o+
'
'

'
'
+

+ o+ o+
,
,

+ - -

+ o+ o+ o+

- - + -

+ = resultado positivo: presenca do halo de hidrélise; - = resultado negativo: auséncia de halo; e "e ™ = bactérias isoladas de feijao caupi e soja, respectivamente.
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TABELA 2 - Atividades semiquantitativas de amilase produzida
por isolados de rizébia em meio YMA modificado'.

Isolados Diametro do halo Diametro do halo IE2
de degradagdo (mm) da colénia (mm)

INPA R-926 21,4 7,0 3,1a
INPA R-988 18,8 6,6 2,8 ab
INPA R-957 17,9 6,5 2,7 ab
INPA R-991 16,3 6,8 2,4 bc
INPA R-915 13,7 6,1 2,2 bed
INPA R-987 7.4 3,6 2,1cd
INPA R-975 12,8 6,2 2,1cd
INPA R-994 11,1 5,6 2,0 cde
INPA R-922 10,5 6,0 1,8 de
INPA R-993A 12,5 7,2 1,7 def
INPA R-921 9,4 6,2 1,5 defg
INPA R-995 7,5 5,0 1,5 defg
INPA R-973 8,4 6,0 1,4 efgh
INPA R-986 9,5 6,8 1,4 efgh
INPA R-927 9,6 6,8 1,4 efgh
INPA R-990 9,3 7,3 1,3 fgh
INPA R-908 8,5 6,7 1,3 fgh
INPA R-968 9,5 7.1 1,3 fgh
INPA R-937 9,1 6,8 1,3 fgh
INPA R-902 8,1 6,9 1,2gh
INPA R-923 7,2 6,5 1,1gh
INPA R-911 6,5 5,8 1,1gh

'Médias de trés repeticoes; Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si
(p < 0,01); DMS (Tukey) = 0,48; e 2Os valores dos indices enziméticos (IE) representam a
relagdo entre o diametro médio do halo de degradagéo e o diametro médio da coldnia.

et al. [3] registraram actimulo de amiloplastos em nédulos
e em células corticais de alfafa nodulada por Rhizobium
meliloti. O estudo revelou, ainda, que um mutante de
R. meliloti (nodF/nodL), incapaz de penetrar um hospedeiro
normal, acumulou grandes quantidades de graos de amido.
Resultado semelhante foi registrado em nédulos de soja por
MULLER et al. [34], com um mutante nao nodulifero de
Bradyrhizobium japonicum. Muitos autores sugerem uma
possivel participacao das glicosidases (amilases, celulase,
lactase, maltase, pectinase e trealase) no estabelecimento
da simbiose rizébia x leguminosa [4, 12, 45, 54]. Portanto,
esses relatos corroboram os resultados encontrados nesse
trabalho.

Os IE carboximetilceluloliticos variaram de 1,5 a 2,0
sem resultar em diferenca significativa (p < 0,01) entre os
isolados de rizébia. Neste estudo, o isolado INPA R-922
mostrou IE no limite minimo para ser considerado produtor
de carboximetilcelulase em meio sélido (Tabela 3).

A atividade carboximetilcelulolitica, registrada neste tra-
balho, confirma os resultados de MARTINEZ-MOLINA et al.
[26], MATEOS et al. [28] e SALEH-RASTIN et al. [42], que a
detectaram em diversas estirpes nativas de Rhizobium legu-
minosarum bv. trifolii. HU & LIN [16] e JIMENEZ-ZURDO
et al. [19] que detectaram atividade carboximetilcelulolitica
Sinorhizobium fredii RO CCRC 15769 e Bradyrhizobium
japonicum ATCC 10324, respectivamente. Vale salientar
que nestes estudos a atividade celulolitica foi a intracelular,
ou seja, obtida a partir de extratos sonicados de células.
CHEN et al. [7], além de confirmarem a atividade carboxi-
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TABELA 3 - Atividades semiquantitativas de carboximetilcelulase,
lactase e lipase produzidas por isolados de rizébia em meio
YMA modificado'.

Isolados

Diametro do halo IE2
de degradagao (mm)
Atividade carboximetilcelulolitica

INPA R-922 5,3 2,0
INPA R-972A 6,3 1,9
INPA R-908 5,0 1,7
INPA R-979 6,5 1,6
INPA R-990 6,1 1,5
INPA R-991 43 1,5
Atividade lactolitica

INPA R-972A 13,1 2,0
INPA R-988 20,3 1,7
INPA R-936 9,4 1,7
INPA R-991 16,1 1,6
Atividade lipolitica

INPA R-973 8,2 1,3
INPA R-975 7.4 1,1
INPA R-926 7.4 1,1

!Médias de trés repeticoes; DMS (Tukey) = 1,02 (carboximetilcelulase), DMS (Tukey) =
0,34 (lipase), DMS (Tukey) = 0,68 (lactase); e 2Os valores dos indices enzimaticos re-
presentam a relacao entre o diametro médio do halo de degradacao e o diametro médio
da colonia.

metilcelulolitica em S. fredii RO CCRC 15769, purificaram
e caracterizaram essa hidrolase. Neste estudo, os autores
registraram temperatura e pH 6timos de 35 °C e 7,0, res-
pectivamente. Embora os dados deste estudo nao susten-
tem comparacoes mais aprofundadas, vale mencionar que
estes parametros cinéticos estao préximos da temperatura
(33 °C) e pH do solo (6,5) de onde as bactérias estudadas
foram isoladas.

Os resultados observados para a atividade lactolitica
mostraram que apenas o INPA R-972A pode ser considerado
lactolitico, apesar de nao diferir estatisticamente (p < 0,01)
dos outros isolados (Tabela 3). Poucos estudos reportam
atividade lactolitica em isolados de rizébia. NIEL et al. [35]
registraram a atividade de duas lactases em Rhizobium
meliloti, atualmente Sinorhizobium meliloti. UCKER &
SIGNER [53] demonstraram que S. meliloti 2011 contém
uma lactase e que sua atividade pode ser induzida em nove
vezes na presenca de lactose. GLENN & DILWORTH [12]
registraram a atividade lactolitica em 45 isolados de rizébia.
Outros reportaram a clonagem e a caracterizacao de genes
codificando a lactase de S. meliloti 2011 [9]. MARTINEZ
et al. [27] e YEOMAN et al. [56] também registram atividade
lactolitica em vérias estirpes de R. leguminosarum. Esses
trabalhos sustentam a capacidade lactolitica exibida por
alguns isolados avaliados neste estudo.

A atividade enzimatica lipolitica foi inferior a 2,0, por-
tanto, os isolados nao devem ser consideradas produtores
de enzima lipase nas condicoes experimentais estudadas
(Tabela 3).

Os resultados da selegao dos isolados de rizébia quanto
a atividade proteolitica sdo apresentados na Tabela 4. Os IE
variaram entre 1,3 e 6,6, causando diferencas significativas
(p < 0,01) entre as bactérias estudadas. Dentre elas, o isolado
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INPA R-915 exibiu o maior IE, sendo esse valor trés vezes
maior do que o minimo sugerido (IE > 2,0) para reputa-lo
como proteolitico em meio sélido [21, 47]. Por apresentarem
IE > 2,4, as bactérias INPA R-972B, INPA R-987, INPA R-972A,
INPA R-986, INPA R-971 e INPA R-993A também podem ser
consideradas boas fontes de protease (Tabela 4). Estes
resultados ratificam relatos de producao dessa hidrolase
por algumas estirpes de Rhizobium [12, 26].

TABELA 4 - Atividade proteolitica extracelular em meio sélido dos
isolados de rizébia'.

8,91
8,7 1
8,51
8,3 bc bc bc bc

8,1 c c
7,94
7,7 1
7,5

ab

pH do sobrenadante enzimatico

INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA
R-988 R-989 R-926 R-4B R-908 R-921 R-975 R-991 R-993

Isolados de rizobia’

Isolados Diametro do halo Diametro do halo 1E?
de degradagao (mm) da colénia (mm)

INPAR-915 41,6 6,4 6,6a
INPA R-972B 30,2 6,8 44D
INPA R-987 31,0 9,0 3,5 bc
INPA R-972A 20,2 7,0 2,9 be
INPA R-986 18,4 6,7 2,8 bc
INPA R-971 17,7 7.4 2,4 bc
INPA R-993A 24,0 10,1 2,4 be
INPA R-994 11,4 55 21¢
INPA R-991 18,1 9,0 2,0c
INPA R-993B 12,6 7,2 18¢c
INPA R-988 12,7 7,3 17¢
INPA R-957 13,7 8,1 17¢
INPA R-911 10,6 6,6 16¢
INPA R-968 10,9 6,9 16¢
INPA R-989 11,9 8,1 15¢
INPA R-926 13,0 7,9 15¢
INPA R-995 7,6 5,0 15¢
INPA R-901 12,6 9,4 14c
INPA R-965 9,0 6,9 13¢c

'Médias de trés repeticoes; Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si
(p < 0,01); DMS (Tukey) = 2,20; e % Os valores dos indices enzimaticos representam a
relacao entre o diametro médio do halo de degradacao e o diametro médio da colonia.

A atividade ureolitica € uma variavel dependente do pH
de alcalinizacdo do meio de cultura, ou seja, quanto mais alto
o pH, maior ¢ a atividade de urease. Analisando o sobrena-
dante enzimatico das bactérias positivas, observou-se que
os valores de pH variaram de 7,8 a 8,7 (dados nao mostra-
dos). Neste trabalho, os isolados INPA R-988, INPA R-989,
INPA R-926, INPA R-975, INPA R-921, INPA R-908, INPA
R-4B, INPA R-991 e INPA R-993 apresentaram as maiores
atividades. Comparativamente, as atividades ureoliticas das
duas primeiras bactérias foram significativamente maiores
do que as dos outros isolados (Figura 1).

A enzima urease € freqiiente em bactérias do solo. Es-
tudando seis diferentes tipos de solo, LLOYD & SHEAFFE
[23] anotaram a atividade ureolitica em 30% dos isolados
bacterianos. SANOMIYA & NAHAS [44], investigando a
participacao de microrganismos produtores de hidrolases
nas transformacoes de compostos de carbono e nitrogénio
do solo, registraram a atividade ureolitica em mais de 25%
dos isolados.

A capacidade de utilizacao de uréia como fonte de
nitrogénio por estirpes de Rhizobium leguminosarum foi
documentada pela primeira vez por JENSEN & SCHRUDER
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FIGURA 1 - Atividade ureolitica resultante da mudanca de pH do
indicador vermelho de fenol de amarelo-alaranjado (pH 6,8)
pararosa (pH > 7,8). '"Médias de trés repeticoes; Médias segui-
das pelas mesmas letras nao diferem entre si (p < 0,01); DMS
(Tukey) = 0,35.

[18]. Resultados semelhantes foram observados para Si-
norhizobium meliloti [31]. Por outro lado, uma grande
variabilidade nessa caracteristica pode ocorrer em isolados
de Bradyrhizobium [18]. SINGH et al. [46], além de inscre-
verem a presenca dessa hidrolase em R. leguminosarum P-5
bv. viciae, discutiram a importancia do Ni** na atividade
ureolitica dessa bactéria. Recentemente, um grupo de genes
ureoliticos de R. leguminosarum UPM 791 bv. viciae foi
caracterizado [51].

4 - CONCLUSOES

* As bactérias isoladas dos nédulos de feijao caupi
mostraram maior capacidade em produzir enzimas
hidroliticas extracelulares do que os isolados bacte-
rianos de soja;

* Os isolados de rizébia produziram varias enzimas
hidroliticas, com predominio de amilase (32,8%) e
protease (28,4%), seguidas por urease (20,9%) e car-
boximetilcelulase (9,0%);

* O isolado INPA R-991 apresentou atividades amiloli-
tica, carboximetilcelulolitica, lactolitica, proteolitica
e ureolitica em meio sélido;

* As enzimas amilase, protease e urease foram comuns
as bactérias INPA R-926 e INPA R-988;

* As maiores atividades amiloliticas foram exibidas pelos
isolados de rizébia INPA R-926 (IE = 3,1), INPA R-988
(IE = 2,8) e INPA R-957 (IE = 2,7);

* Os isolados INPA R-915 (IE = 6,6) e INPA R-972B
(IE = 4,4) mostraram os maiores indices enzimaticos
proteoliticos em meio YMA modificado.
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