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Resumo

A associacdo rizébios com leguminosa contribui para enriquecer o solo com
nitrogénio por meio da fixagdo bioldgica. Entretanto, pouco se conhece a respeito do
perfil enzimatico desses microrganismos. Nesse contexto, a presente investigacao
prop0s avaliar a producdo de enzimas por isolados de rizébios nativos da Amazonia.
Essa triagem constitui o primeiro passo na selecdo de micro-organismos nativos que sao
potencialmente exploraveis como produtores de enzimas. Foram testados 20 isolados
nativos de rizobios para as atividades celulolitica, proteolitica e ureolitica em meio
YMA modificado. Dos 20 isolados de rizébios da colecdo do INPA testados, 15 se
mostraram promissores nas atividades enzimaticas em meio contendo caseina como
fonte de carbono, 10 em meio contendo celulose e 10 em meio contendo ureia. Foram
observados isolados que atingiram crescimentos elevados nos meios com caseina e
celulose até o 9° dia, mas foi observado que os rizébios inoculados no meio de ureia
necessitaram de 15 dias para que seu crescimento fosse completo.

Palavras-chave: Carboximetilcelulase, protease, urease

Introducéo
Os microbios sdo organismos muito pequenos que em geral podem ser
visualizados com o uso de microscopio (Tortora et al., 2012). Estes sdo de extrema
importancia ecoldgica na manutencdo do equilibrio do ambiente pela reciclagem dos
elementos quimicos entre o solo, os organismos e a atmosfera e sdo utilizados em
aplicacbes comerciais e industriais para produzir alimentos, quimicos, tratamento de

detritos, controle de pestes e limpeza de poluentes.
Os micro-organismos tém um imenso potencial de degradacdo de material
organico, produzindo um “pool” de enzimas, o qual tem sido explorado comercialmente

ao longo dos anos (Jayani et al., 2005). As enzimas de origem microbiana possuem
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menor custo de producdo do que as de origem animal e vegetal, podem ser produzidas
em larga escala em fermentadores industriais e oferecem um amplo espectro de
caracteristicas fisico-quimicas.

A identificacdo de novas fontes microbianas é de grande interesse estratégico,
pois garantem o suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais. Os
residuos lignoceluldsicos vém sendo utilizados em processos biotecnoldgicos devido a
aspectos econdmicos, ambientais e a farta disponibilidade. Uma de suas aplicagdes é a
producdo de enzimas celuloliticas para a obtencdo de acUcares fermentesciveis,
utilizados na geracao do bioetanol de segunda geracéo e servindo como fonte de energia
renovavel (Dashtban et al., 2010).

Oliveira et al. (2006), ao estudarem a capacidade de rizébios nativos da
Amaz6nia em produzir enzimas hidroliticas, reportaram a atividade amilolitica como a
mais frequente. Porém, ndo se pode negligenciar as potencialidades de uso dessas
bactérias como fontes de outras enzimas de reconhecido valor industrial, caso das
lipases, pectinases e proteases (Van Beilen, 2002; Kirk et al., 2013). O presente estudo
objetivou avaliar em meios de cultura solidificados, as atividades celuloliticas,

proteoliticas e ureoliticas de rizdbios nativos da Amazonia.

Material e Métodos

Obtencgdes das amostras

Foram testados 20 isolados de rizobios obtidos da Colecdo de Micro-
organismos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Laboratério de Ecologia e
Biotecnologia de Micro-organismos do INPA.

Avaliacdes dos isolados capazes de usar caseina, celulose e ureia como fontes de
carbono.

Para esta avaliacdo, foi usado o meio de cultura YMA (Vincent, 1970)
modificado, onde se substituiu o manitol por carboximetilcelulose, caseina ou ureia
como fontes de carbono. Foram feitas trés repeticGes de cada meio para cada isolado.

A avaliacdo de crescimento foi feita pelo método de Oliveira e Magalhées
(1999). Tal método leva a um processo de diluicdo do micro-organismo, onde a zona 1 é
a de maior concentracdo e a zona 4, a mais diluida (Figura 1). De acordo com o

crescimento de cada rizObio, foram atribuidos valores variando de 1,00 (sem
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crescimento visivel na zona 1) a 4,00 (maximo crescimento na zona 4), podendo ter
valores intermediarios entre esses extremos (Figura 2 e Tabela 1). As placas foram
mantidas em condi¢Bes de laboratorio com 28+2 °C de temperatura. As avaliagGes

foram realizadas a cada trés dias, até os 15 dias.

Zona 2

Zona 1. Uma linha. Riscagem

/ de uma alca de platina diversas
vezes em ambas as dire¢des
indicadas pela seta. A alca
deve ser esterilizada para cada

zona de riscagem.

Zona 2. Quatro linhas de
riscagem , usando-se um risco
por linha, na direcéo indicada
pela seta.

Zonas 3 e 4. Semelhante zona 2.

Zona 4

Figura 1. Método de avaliacdo do crescimento bacteriano segundo Oliveira e Magalhaes
(1999).

Ncéa 1.0 Nc;a ;25 Noia ; Mota lO Noia 4.0

Figura 2. PontuacBes (notas) aplicadas para o crescimento das bactérias segundo
Oliveira e Magalh&es (1999).

Tabela 1- Faixas de pontuacdo para avaliacdo do crescimento das bactérias.

GRAU DE CRESCIMENTO FAIXA DI§
PONTUACAO
Baixo 1,00-2,00
Médio 2,06* - 3,00
Alto 3,06** - 4,00

* Trés repeticbes com nota 2,0 e uma com 2,25. ** Trés repeticbes com nota 3,0 e uma
com 3,25 (Oliveira e Magalhées, 1999).
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Avaliacdes do potencial de degradacgdo de caseina, celulose e ureia.
Atividade proteolitica

A habilidade das bactérias em hidrolisar proteinas foi testada em meio YMA
modificado contendo 10 g de caseina como substituto do manitol como fonte de
carbono em pH 5,5.

Atividade celulolitica

A producéo de celulase foi detectada, adicionando-se ao meio YMA modificado,
10g de carboxilmetilcelulose em substituicdo ao manitol, com pH 5,5. Avaliou-se a

atividade por sete dias a 28° C.

Atividade ureolitica

A atividade ureolitica foi avaliada pela metodologia proposta por Christensen
(1946), modificada com substituicdo da solucdo de ureia a 40% por 20g/L de ureia.
Além da ureia, a composicdo do meio em g/L foi: 1,0g de glicose, 1,0 de peptona,
15gde agar em pH 6,8. A atividade dos micro-organismos produtores de urease foi

constatada ap6s quinze dias de incubacao.

Resultados de Discusséo

AvaliacOes dos isolados de rizobios

Os rizobios apresentam alta diversidade genética e conseguem se adaptar a
diferentes condigdes de solos, podendo se desenvolver nas rizosferas de leguminosas,
onde induzem a formacdo de nddulos, como tambeém, nos de ndo leguminosas ou
leguminosas ndo compativeis, onde, apesar de ndo induzirem nodulacdo, conseguem se
multiplicar em grandes nimeros. Na auséncia de plantas na area de solo, podem
apresentar habilidade saprofitica elevada, usando matéria orgénica como fonte de
carbono (Zilli et al., 2013).

A Tabela 2 mostra os melhores isolados quanto ao crescimento em meio de
cultura contendo carboximetilcelulose em decorréncia da atividade celulolitica, que

apresentaram pontuacdes superiores a 3,0 até o nono dia de crescimento. Desses, 0s que
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apresentaram melhores crescimentos foram os identificados como INPA R577, R549,
R547, R562, R561, R955 e R618, por j& apresentarem maximo crescimento (pontuacao
de 4,0) j& na primeira avaliacdo, aos 3 dias. Segundo Oliveira e Magalhédes (1999), os

que crescem mais rapidos sdo os que adaptam ao meio de cultura testado.

Tabela 2. Crescimento dos isolados de rizohios em meio contendo carboximetilcelulose
como fonte de carbono.

Isolados de rizébios Dia de incubacéo
(INPA) 3 6 9 12 15
R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R549 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R562 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R561 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R615 1,50 3,06 4,00 4,00 4,00
R556 1,50 1,00 2,50 3,00 4,00
R955 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

Com relacdo aos rizébios produtores de proteases (Tabela 3), também observou-
se que dos 20 testados, 15 mostraram crescimentos elevados como indicativo da
producdo dessa enzima. Todos, exceto o isolado INPA R577, cresceram aos 3 dias de

incubacdo, mostrando que nesse meio de cultura é 6timo para esses rizobios.

Tabela 3. Crescimento dos isolados de riz6hios em meio contendo caseina como fonte
de carbono.

Isolados de  rizobios Dias de incubacéo

(INPA) 3 6 9 12 15
R577 1,0 2,5 3,0 4,0 4,0
R955 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R942 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R957 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R954 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R620 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R605 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R598 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R612 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R586 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R558 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R618 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
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Quanto & atividade ureolitica, 10 dos 20 isolados mostraram-se superiores aos
demais (Tabela 4). Desses, o melhor foi o isolado INPA R553 que apresentou

crescimento maximo ja aos 3 dias de incubacao.

Tabela 4. Crescimento dos isolados de rizébios em meio contendo ureia como fonte de
carbono.

Isolados de rizobios Dias de incubacao
(CMINPA) 3 6 9 12 15
R610 1,0 2,0 3,0 4,0 4,0
R592 1,5 2,5 3,0 4,0 4,0
R581 1,0 2,0 3,0 4,0 4,0
R942 0,5 1,0 2,5 3,0 4,0
R958 0,0 0,5 1,0 2,5 3,0
R548 0,0 0,5 15 3,0 4,0
R593 1,0 2,0 3,0 4,0 4,0
R553 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
R606 0,0 0,5 1,0 2,5 3,0
Conclusdes

Dos 20 isolados de rizobios da colecdo do INPA testados, 10 mostraram-se
promissores como produtores de celulases, 15 como produtores de proteases e 10 como
produtores de ureases.

Os rizdbios inoculados no meio com ureia necessitaram de 15 dias para
completar o crescimento.

Este estudo revelou alguns isolados de rizébios nativos da Amaz6nia como

fontes promissoras de enzimas de importancia industrial para uso biotecnoldgico.
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