Atividade Amilolitica de
Riz6ébios de Feijao-Caupi
sobre Diferentes Fontes de
Amido

Amylolytic Activity of Cowpea
Rhizobia on Different Starch
Sources

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade amilolitica
extracelular de rizébios de feijdo-caupi in vitro. Foram realizados dois
experimentos. No primeiro, as bactérias foram crescidas previamente
em meio YM liquido e inoculadas em placas de Petri contendo meio
YMA modificado pela utilizacdo de amido como unica fonte de
carbono. No segundo ensaio, as bactérias selecionadas no primeiro
experimento foram avaliadas quanto a capacidade de degradar
amido de outras trés fontes, além do amido de milho. Em ambos os
experimentos, as bactérias foram incubadas e a atividade amilolitica
foi verificada por meio da adicédo de tintura de iodo na placa de
Petri, verificando-se a formacado de um halo nao corado ao redor

das col6nias. Das 22 bactérias avaliadas no primeiro experimento,
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as bactérias 113-4, 121-5, 121-4, 121-6, M53-1, 111-5, 112-6 e BR
3262 apresentaram atividade amilolitica. Os isolados 113-4 e 121-5
se destacaram, pois seus indices enzimaticos foram muito superiores
na degradacdo do amido de trigo. Duas outras bactérias, 121-5 e
121-4, apresentaram maiores atividades amiloliticas na degradacéo
do amido de mandioca, enquanto outras duas, BR 3262 e M53-1, se
destacaram na degradacédo do amido de soja.

Palavras-chave: enzimas, amilase, micro-organismos.

Introducéao

Os rizébios sdo bactérias benéficas presentes no solo que se
associam a plantas da familia Fabaceae (leguminosas) formando
nédulos radiculares e/ou caulinares (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
No interior dos nédulos ocorre o processo de fixacao bioldgica de
nitrogénio (FBN) do ar realizado por essas bactérias. Esse processo
fornece ao hospedeiro grandes quantidades de nitrogénio e tem sido
explorado na agricultura por meio da inoculacdo de sementes de
leguminosas com rizébios selecionados. A tecnologia de inoculacao
de sementes de leguminosas com rizébios eficientes e competitivos
é capaz de substituir, pelo menos parcialmente, a adubacéo
nitrogenada, resultando em beneficios ao produtor e ao meio
ambiente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Pouco se conhece a respeito do perfil enzimatico das bactérias
fixadoras de nitrogénio, porém, a capacidade dos rizébios em produzir
enzimas extracelulares, principalmente amilases, ja foi demonstrada
(FERNANDES JUNIOR et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2007, 2010),
indicando o potencial de utilizacdo de isolados de rizébios para a
producado de moléculas de interesses industrial. A utilizacdo de
enzimas nas inddstrias vem crescendo a cada ano por causa de sua
vasta aplicacao em diversos setores, sendo, depois dos antibidticos,
0 grupo mais importante de insumos biolégicos, utilizado em diversos
ramos da industria (LIMA et al., 2001).

Estudos para avaliar a capacidade de estirpes rizobianas em produzir
moléculas de interesse agroindustrial apresentam potencial para as
induUstrias do setor de inoculantes, além de fornecer informacdes
importantes para a caracterizacao polifasica dessas bactérias.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade amilolitica de
isolados de rizébios de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
utilizando-se diferentes fontes de amido.

Material e Métodos

Foi avaliada a capacidade amilolitica de 22 de rizébios de feijdo-caupi,
sendo trés estirpes de referéncia recomendadas para a producao

de inoculantes no Brasil e 19 bactérias oriundas de solos sob
diferentes sistemas de manejo no Submédio do Vale do Sao Francisco
(SAMPAIO et al., 2011).

No primeiro experimento, as bactérias foram crescidas em meio
YMA sdlido por 3 dias, para as bactérias de crescimento rapido, e

7 dias para as bactérias de crescimento lento. As culturas puras
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura YM
(VINCENT, 1970) liquido e incubadas em um agitador orbital a 100
rpm pelo tempo adequado para o crescimento de cada isolado (3 dias
para as bactérias de crescimento rapido e 7 dias para as bactérias de
crescimento lento). Apés a incubacado, com o auxilio de um pipetador
automatico, foram inoculados 10 uL em trés pontos equidistantes de
placas de Petri contendo meio YMA modificado, em que o manitol foi
substituido por amido de milho comercial. As placas foram incubadas
por 4 dias para as bactérias de crescimento rapido e 8 dias para as
bactérias de crescimento lento. A atividade amilolitica dos isolados foi
avaliada por meio da adicdo de 2 mL de tintura de iodo (0,07 % v/v),
tendo sido observada a formacado de um halo ndo corado ao redor

da colénia em contraste com o meio azulado, indicando atividade
amilolitica (OLIVEIRA et al., 2007).

No segundo ensaio, foram selecionadas oito bactérias que
apresentaram atividade amilolitica no primeiro experimento. Essas
bactérias foram crescidas no meio YM nas mesmas condicdes
anteriormente descritas no primeiro ensaio. Depois da incubacéo, as
bactérias selecionadas foram inoculadas em meio YMA modificado,
em que o manitol foi substituido por farinha de trigo, farinha de
mandioca e farinha de soja, além do amido de milho comercial como
controle. Todas as bactérias selecionadas apresentaram atividade
amilolitica nas diferentes fontes de carbono, diferindo-se, em alguns
meios, o didmetro do halo de uma bactéria para outra. A capacidade
amilolitica foi avaliada por meio do célculo do indice enzimatico
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dividindo o didametro do halo pelo didametro da col6nia. Todos os
experimentos foram conduzidos em triplicata.

Resultados e Discussao

De um total de 22 isolados bacterianos avaliados, oito apresentaram
capacidade amilolitica ao final do tempo de incubacéo (Figura 1).
Dentre os isolados que apresentaram capacidade de degradar o amido
de milho, destacaram-se os isolados de crescimento lento 113-4 e
M21-5, que apresentaram indices enzimaticos superiores a 4. A
estirpe BR 3262, recomendada para a producao de inoculantes para
o feijdo-caupi, também se destacou e apresentou alta capacidade de
degradacao do amido, com indice enzimatico superior a 2,5.
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Figura 1. Atividade amilolitica de 19 isolados de rizébios de feijdo-caupi e trés estirpes de

referéncia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 1% de probabilidade.
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Ao avaliar a capacidade de degradacdo de amido de outras fontes
pelas bactérias selecionadas, foi possivel observar que outras
fontes também foram degradadas de forma diferenciada (Tabela

1). Os isolados 111-5, 112-6, 121-4, 121-6 e M53-1 foram os que
apresentaram a menor capacidade hidrolitica na degradacao do
amido de milho, com os menores indices enzimaticos. Com excecao
do isolado 121-4, estes foram os que também apresentaram a maior
capacidade de degradar o amido de trigo.

Tabela 1. Atividade amilolitica em quatro fontes de amido por oito
rizébios de feijdo-caupi.

Fonte de Isolado bacteriano ou estirpe de referéncia
amido 113-4 M21-5 BR3262 121-4 121-6 M53-1 111-5 112-6
. 1,63 1,11
Milho 4,69 aA 4,11 aB 2,66 bB B 1,28cB  1,25¢cB  1,14cA A
c c

Mandioca 2,00cC 4,52aB 3,63bA  4,13aA 1,77cA 1,21dB 1,13dA  1,27dA
Soja 2,76 aB 1,72bC 3,11aB 1,99bB 2,16bA 3,43aA 1,59bA  1,33bA

Trigo 5,11 aA 5,05aA 3,60bA  3,91bA 1,20cB 1,18cB 1,20cA  1,14cA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade.

Os isolados 113-4 e M21-5 apresentaram as maiores atividades
amiloliticas para o amido de milho no primeiro experimento. Dentre
eles, o isolado M21-5 apresentou indice enzimatico para a degradacao
do amido de trigo. O isolado 121-4 e a estirpe de referéncia BR

3262 apresentaram maiores atividades hidroliticas na degradacao do
amido de mandioca, enquanto os isolados 113-4, BR3262 e M53-1
apresentaram maior atividade amilolitica extracelular para o amido de
soja, com destaque para esta Ultima bactéria, que apresentou, para
essa fonte de amido, o indice enzimético 3,43; enquanto para as
outras fontes, os indices foram préximos a 1.

Isolados de rizébios podem apresentar diferencas na capacidade

de degradacao de amido por enzimas hidroliticas extracelulares.
Essa capacidade pode ser influenciada pelo potencial genético do
isolado e pela fonte de amido fornecida (FERNANDES JUNIOR et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2007). Avaliando a capacidade amilolitica
de rizébios de guandu, Fernandes Junior et al. (2012) demonstraram
grande variabilidade na degradacao de amido de milho por rizébios
de guandu. A fonte de amido apresenta influéncia na degradacao
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extracelular do amido por rizébios de feijao-caupi (OLIVEIRA et al.,
2010), conforme pode ser observado, por exemplo, para o isolado
M53-1, que apresentou indices enzimaticos muito baixos na
degradacao de amido de milho, mandioca e trigo, e indice enzimatico
acima de 3,5 na degradacdo de amido de soja.

A selecao de bactérias que possam produzir enzimas de interesse
industrial em condicdes de cultivo rotineiras podera permitir

a obtencéo de isolados bacterianos que apresentam interesse
agroindustrial, conforme indicam os resultados deste estudo.

Conclusodes

As bactérias avaliadas neste estudo apresentam potencial para o
emprego na producao de amilases para a degradacao de amidos de
diferentes fontes.

A atividade amilolitica foi influenciada pela fonte de amido
empregada.
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