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Influência do pH e temperatura sobre a atividade 
amilolítica de rizóbios isolados de solos da Amazônia
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RESUMO
Poucas são as informações referentes ao perfil enzimático de bactérias rizobiais. Em meio de cultura solidificado, foi conduzido 
um experimento em fatorial 7 x 3 x 3 para avaliar o efeito do pH (5,0; 6,5 e 8,0) e da temperatura (25, 35 e 42 oC) sobre a 
atividade amilolítica de sete isolados de rizóbio. As maiores atividades amilolíticas foram observadas em ambientes ácidos, 
com algumas bactérias também produzindo níveis significativos em pH 8,0. Entre as interações significativas (P<0,01), os 
isolados INPA R-110 e R-822 apresentaram máximas atividades em pH 5,0 e 25 oC, com  o R-822 também sendo um bom 
produtor de amilase nas temperaturas de 35 e 42 oC. Em termos gerais, os isolados INPA R-110 e R-822 foram os melhores 
produtores de amilases, com atividades enzimáticas maiores do que 2,0.
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Influence of pH and temperature on amylolytic activity of rhizobia isolated 
from Amazonian soils
ABSTRACT
Information is scarce regarding the enzymatic profiles of rhizobia bacteria. On solid medium, a 7 x 3 x 3 factorial experiment 
was conducted to evaluate the effect of pH (5.0, 6.5 and 8.0) and temperature (25, 35 and 42 oC) on amylase activities of 
seven rhizobia strains. The highest enzymatic activities were found in acid environments, with some bacteria also producing 
significant levels at pH 8.0. Among the significant interactions (P<0.01), INPA strains R-110 and R-822 exhibited maximum 
activities at pH 5.0 and 25 oC, with the R-822 being also a good amylase producer at 35 and 42 oC. In general terms, INPA 
strains R-110 and R-822 were the best enzyme producers, with amylolytic enzymatic activities higher than 2.0. 
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Entre os microrganismos fixadores de nitrogênio, as 
bactérias conhecidas como rizóbio constituem o grupo 
melhor estudado. Excetuando-se o complexo nitrogenase, que 
catalisa a conversão do N2 à NH3, pouco se sabe sobre o perfil 
enzimático dessas bactérias (Oliveira 2006). Oliveira et al. 
(2006a), ao estudarem em meios solidificados, a capacidade de 
67 isolados de rizóbio nativos da região em produzir enzimas 
hidrolíticas, reportaram a atividade amilolítica como sendo a 
mais freqüente, ocorrendo em 1/3 das bactérias. 

Entre os fatores de natureza físico-química, o pH e a 
temperatura podem influenciar tanto no número como na 
atividade enzimática dos microrganismos (Sudharhsan et 
al. 2007). Investigando os microrganismos envolvidos nas 
transformações dos compostos de carbono e nitrogênio do 
solo, Sanomiya e Nahas (2003) verificaram que a freqüência 
de bactérias amilolíticas foi significativamente afetada pelo 
pH do solo. Em meio solidificado, a produção de amilase 
por isolados de Colletotrichum também obedeceu a um 
padrão dependente do pH ambiental (Maccheroni Jr. et al. 
2004). Trabalhando com rizóbios, Oliveira et al. (2006b) 
concluíram que a atividade amilolítica de alguns isolados estão 
sujeitas às variações de pH do meio sólido, com as maiores 
atividades ocorrendo em pH 6,5. Apesar da importância da 
temperatura na produção de enzimas microbianas (Rahman 
et al. 2005), dados sobre o efeito dessa variável na atividade 
enzimática de rizóbios em meio sólido são raros, ou mesmo 
inexistentes na literatura. O presente estudo objetivou avaliar 
semiquantitativamente, em meio sólido, a influência de 
diferentes pH e temperatura sobre a atividade amilolítica de 
rizóbios nativos da Amazônia Central. 

Os sete isolados usados nesse estudo foram obtidos da 
Coleção de Rizóbios do Laboratório de Microbiologia do Solo 
do INPA. Essas bactérias foram previamente isoladas de solos 
de várzea (INPA R-632, R-732, R-822 e R-922) e terra firme 
(INPA R-110, R-222 e R-231) da região. Até a execução dos 
ensaios enzimáticos, as bactérias foram mantidas em meio 
YMA (Yeast Mannitol Agar) (Vincent 1970) a 4 ºC.

Para testar a capacidade dos rizóbios em produzir amilases, 
colônias puras dos isolados foram repicadas no centro de 
placas de Petri contendo meio YMA modificado (Oliveira 
et al. 2006a,b). Os isolados foram incubados por 96 h em 
estufa de crescimento bacteriológico. Ao final desse período, 
adicionaram-se às placas 5 mL de tintura de iodo (2%) 
adquirido em farmácia. Uma zona amarelada ao redor das 
colônias, em contraste com o meio azulado, indicou atividade 
amilolítica das bactérias (Buzzini e Martini 2002).  A atividade 
enzimática foi determinada por meio da relação entre o 
diâmetro do halo de degradação e o diâmetro da colônia, 
expressa como índice enzimático (Hankin e Anagnostakis 
1975). 

Foi utilizado o delineamento inteiramente ca sualizado, 
em arranjo fatorial 7 x 3 x 3, constituído por sete isolados de 
rizóbio (INPA R-922, R-822, R-732, R-632, R-231, R-222 e 
R-110), três valores de pH (5,0, 6,5 e 8,0) e três temperaturas 
(25, 35 e 42 ºC), com três repetições, sendo cada repetição 
constituída por uma placa de Petri. Os dados obtidos foram 
transformados em √x + 0,05 e submetidos à análise de 
variância e as médias significativas discriminadas pelo teste 
de Tukey (P<0,01), com auxílio do programa ESTAT 2.0.

Houve variação significativa entre os três fatores estudados, 
bem como entre eles para a atividade amilolítica das bactérias 
(Tabelas 1 e 2). Esses dados corroboram a importância do pH 
e da temperatura na síntese e secreção de amilases microbianas 
(Sudharhsan et al. 2007). Analisando individualmente os 
fatores, foi observado que os isolados INPA R-110 e R-822 
exibiram os maiores índices amilolíticos (Tabela 1). Quanto 
ao fator pH, os maiores índices enzimáticos foram anotados 
em ambientes ácidos, com a maior média em pH 5,0 (Tabela 
1). Oliveira et al. (2006b) também anotaram maiores índices 
em condições ácidas, porém, com as maiores freqüências e 
atividades em pH 6,5. Esse fato pode estar relacionado, em 
parte, às condições ácidas dos solos da Amazônia, conforme 
anteriormente discutido por Oliveira et al. (2006b). Quanto 
à temperatura, as maiores atividades foram registradas a 
25 e 35 ºC (Tabela 1). Segundo Rahman et al. (2005), ao 
provocar alterações nas propriedades físicas da membrana 
celular, a temperatura afeta, também, a síntese de enzimas 
extracelulares. De uma forma geral, esses resultados sugerem 
a natureza mesofílica das amilases produzidas pelos isolados. 

De acordo com os desdobramentos para as médias de pH 
dentro de isolados, as bactérias INPA R-110, R-822 e R-222 
exibiram as maiores atividades amilolíticas em pH 5,0 (Tabela 
1). Em pH 6,5 e 8,0, INPA R-632 e INPA R-732 exibiram, 
respectivamente, as maiores atividades. Para as médias de 
temperatura, o R-110 exibiu máxima atividade em 25 oC. Por 
outro lado, a temperatura de incubação não causou variação 
significativa no índice enzimático do R-822 e R-222 (Tabela 
1). Quanto aos isolados INPA R-732 e R-632, os maiores 
índices foram registrados nas temperaturas de 25 e 35 oC. Nas 
condições estudadas, o INPA R-922 e R-231 mostraram as 
menores atividades enzimáticas (Tabela 1). 

Alguns autores (Stamford et al. 1998; Oliveira et al. 2006b) 
recomendam um índice enzimático ≥ 2,0 para considerar 
um microrganismo como produtor potencial de enzimas em 
meio sólido. Excetuando os isolados INPA 922 e R-231, que 
exibiram índices amilolíticos inferiores a 2,0 (Tabela 1), os 
demais podem ser considerados, dependendo do pH bons 
produtores de amilases. 

Os desdobramentos para as médias dos isolados dentro 
dos fatores pH e temperatura mostraram o INPA R-110 
como maior produtor de amilase em pH 5,0. Em pH 6,5, 
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essa bactéria também exibiu alta atividade, mas sem diferir 
significativamente da observada para o INPA R-822 e R-632. 
Em pH 8,0, a maior atividade de amilase foi exibida pelo INPA 
R-732, porém sem diferir da registrada para os isolados R-822 
e R-110. (Tabela 1). O R-822 apresentou os maiores índices 
enzimáticos em 35 e 42 oC, mas sem diferir do observado para 
o R-110 em 42 oC. Esses resultados sugerem a possibilidade 
de uso dessas enzimas nos vários campos biotecnológicos, 
sobretudo na indústria do amido (van der Maarel  et al. 2002).

Ao analisar a influência das condições de pH dentro de 
cada temperatura (Tabela 2), nota-se que em ambientes ácidos, 
os isolados produziram as maiores quantidades de enzima, 
quando incubados nas temperaturas de 25 e 35 oC. Em meio 
alcalino, as bactérias mostraram máxima atividade enzimática 
em 42 oC, mas sem diferir da observada em pH 6,5. Os 
desdobramentos para as médias de temperatura dentro de pH 
(Tabela 2) revelaram que em 25 oC, ocorreu a maior produção 
de amilase em pH 5,0. Contrariamente, na temperatura de 42 
oC, essa produção enzimática foi significativamente reduzida. 
Em fermentação submersa, condições ótimas de pH (6,0-9,0) 
e temperatura (35-80 oC) são reportadas para a produção de 
amilases por bactérias (Burhan et al. 2003;  Sudharhsan et 
al. 2007). Os dados do presente estudo se enquadram nesses 
resultados, embora obtidos de experimentos em meio sólido.

Tabela 1	–	Médias	gerais	e	desdobramentos	das	interações	isolados	x	pH	e	isolados	x	temperatura	para	a	atividade	amilolítica	das	bactérias	estudadas.	Médias	
de	três	repetições.	Dados	transformados	em	√x	+	0,05.	

Isolados
pH

Médias
5,0 6,5 8,0

INPA	R-922	 0,0	b	F 0,4	a	D 0,4	a	D 0,3	C
INPA	R-822 3,0	a	B 2,3	b	A 2,0	c	AB 2,4	A		
INPA	R-732 1,6	b	D 1,8	b	B 2,1	a	A 1,8	B
INPA	R-632 1,5	c	D 2,3	a	A 1,8	b	BC 1,8	B
INPA	R-231 0,4	a	E 0,5	a	D 0,0	b	E 0,3	C
INPA	R-222 2,2	a	C 1,5	b	C 1,6	b	C 1,8	B
INPA	R-110 3,3	a	A 2,2	b	A 1,9	c	AB 	2,4	A
Médias 1,7	a 1,6	b 1,4	c -

Isolados
Temperatura	(oC)

Médias
25 35 42

INPA	R-	922 0,0	b	E 0,4	a	D 0,4	a	D 0,3	C
INPA	R-822 2,4	a	B 2,5	a	A 2,3	a	A 2,4	A
INPA	R-732 2,0	a	C 2,0	a	B 1,5	b	C 1,8	B
INPA	R-632 1,9	a	C 2,0	a	B 1,6	b	C 1,8	B
INPA	R-231 0,9	a	D 0,0	b	E 0,0	b	E 0,3C
INPA	R-222 1,8	a	C 1,8	a	C 1,9	a	B 1,8	B
INPA	R-110 2,7	a	A 2,2	b	B 2,4	b	A 2,4	A
Médias 1,7	a 1,6	b 1,4	c -

Médias	seguidas	pela	mesma	letra	minúscula	nas	linhas	(médias	gerais	de	pH	e	temperatura,	DMS	=	0,08	e	interações	isolados	dentro	de	pH	e	temperatura,	DMS	=	0,21)	e	
maiúsculas	nas	colunas	(Médias	gerais	de	isolados,		DMS	=	0,15	e	das	interações	pH	e	temperatura	dentro	de	isolados,	DMS	=	0,26)	não	diferem	estatisticamente	pelo	teste	de	
Tukey	(P<0,01).

Tabela 2	-	Desdobramentos	da	interação	pH	x	temperatura	para	a	atividade	
amilolítica	dos	isolados	estudados.

pH
Temperatura	(oC)

25 35 42
5,0 2,5	a	A 1,7	b	A 1,0	c	B
6,5 1,3	b	B 1,6	a	A 1,7	a	A
8,0 1,2	b	B 1,4	b	B 1,7	a	A

Médias	seguidas	pela	mesma	letra	minúscula	nas	linhas	(médias	de	pH	dentro	de	
temperatura,	DMS	=	0,13)	e	maiúsculas	nas	colunas	(médias	da	temperatura	dentro	
de	pH	do	meio,	DMS	=	0,14)	não	diferem	estatisticamente	pelo	teste	de	Tukey	
(P<0,01).
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