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Introdução:  

O Brasil é cientificamente reportado como um grande reservatório da biodiversidade mundial, possuindo 

imensurável valor genético com potencial uso ambiental e industrial. O cerrado abrange cerca de 25% do território 

brasileiro, com uma alta diversidade de fauna e flora endêmica, e a estas está associada uma microbiota igualmente 

diversa. A combinação das diversas características do bioma (solos, altitude, precipitação, composição florística e 

outros) influencia diretamente os micro-organismos associados ao local. (QIU et al. 2015; MINOTTO et al. 2014)  

Micro-organismos são amplamente explorados pelos seu bioprodutos, dentre os mais procurados encontra-se 

os antibióticos, enzimas, cofatores, anticancerígenos e outros. Aproximadamente 45% dos compostos metabólicos com 

aplicação na indústria são produzidos por bactérias da ordem Actinomycetales. A prospecção a partir de enzimas 

permite definir aplicação e escolha de substrato mais apropriado para processos fermentativos, além de serem usuais em 

processos de produção e tratamento de alimentos, bebidas e diversos substratos. (GOODFELOW et al. 2012; 

MINOTTO et al. 2014) 

O trabalho teve como objetivo investigar a presença e a intensidade da atividade enzimática de Actinobactérias 

endofíticas isoladas de plantas nativas do cerrado.  

 

Material e métodos 

a) Origem e preparação dos microrganismos 

 Foram utilizados 18 actinobactérias isoladas do interior de tecidos de espécies vegetais residentes no cerrado 

brasileiro. Culturas puras foram obtidas, posteriormente caracterizadas e conservadas a -80ºC, em caldo Czapek (CZP). 

Para os procedimentos experimentais, os isolados foram cultivados em meio Czapek por 7 dias a 30°C, e os esporos 

foram suspendidos em caldo CZP agarizado (0,3%) e 3 alíquotas de 10μL do inóculo foram dispostos superficialmente 

nos meios enzimáticos, e foram realizadas três repetições por isolado, totalizando 9 colônias para análise.  

b) Meios de Cultura para Análise Enzimática  

A avaliação enzimática é realizada através do cultivo de isolados em meios específicos para a enzima desejada. 

Sendo assim os meios usados foram:  

(i) Amilase, utilizou-se Meio Amido Nutriente (0,2%) segundo NOGUEIRA, CAVALCANTI (1996);  

(ii) Celulase, Meio CMC (Carboximetilcelulose 1%), segundo MINOTTO et al. (2014). 

(iii) Pectinase, Meio TSA + pectina cítrica 1%, segundo MINOTTO et al. (2014); 

(iv) Gelatinase, Meio Gelatina Nutriente, segundo McDADE, J. WEAVER, R. (1959); 

(v) Esterase, meio específico, segundo HABBA et al. (2000); 

(vi) Lipases, meio específico, segundo SIERRA, Gonzalo (1956); 

(vii) Caseinase, meio específico, segundo MINOTTO et al. (2014).  

 

c) Avaliação de Atividade Enzimática  

A atividade enzimática foi avaliada em três intervalos de tempo: 4, 11 e 18 dias após inicio do cultivo, e a 

atividade enzimática foi confirmada pela presença de halos de hidrólise. Para as algumas enzimas, usou-se substancias 

reveladoras como marcadores colorimétricos.   

A atividade de Lipases e Esterases foi confirmada a olho nu, e a atividade positiva definida pela presença de 

halos de cristais ao redor da colônia.  

A atividade das Caseinases foi mensurada a olho nu, e a presença da enzima, indicada por halos translúcidos ao 

redor da colônia.  



A atividade amilolítica foi mensurada com a adição de 5 mL de solução contendo I2 e KI (1 e 2% 

respectivamente) 5 minutos após o descarte do excesso. A mensuração se fez através das dimensões do halo translucido 

em contraste com o meio corado.  

A atividade celulolítica foi revelada com solução de vermelho do congo, 10 mL por 30 minutos. Após o 

descarte do corante adicionou-se 10 mL de solução de NaCl por 5 minutos. A mensuração se fez através das dimensões 

do halo translucido em contraste com o meio corado.  

Para Gelatinase foi utilizada uma solução supersaturada de (NH4)2SO4, onde 10 mL foram adicionados sobre a 

placa por 15 minutos. Após o descarte do excesso, mensuraram-se halos translúcidos em contraste com o meio opaco.  

A atividade pectinolítica foi mensurada com a adição de 5 mL de solução de CaCl2 (1M) por 5 minutos. Após 

o descarte do excesso, mensuraram-se halos translúcidos em contraste com o meio opaco..  

 

Resultados e Discussão 

A presença de Amilase foi observada em 72% dos isolados, 22% expressaram Caseinase, 55% expressaram 

Celulase, 77% expressaram a presença de Esterase, 33% expressaram Gelatinase, 88% expressaram atividade lipolítica 

e apenas 5% dos isolados apresentaram atividade pectinolítica (Figura 1).  

Dentre as enzimas avaliadas, as presenças de atividades esterásica, lipolítica, amilolítica e celulolítica foram 

predominantes, representando de 50% e 88% de expressão destas enzimas entre as actinobactérias estudadas. Houve 

entretanto, expressão de todas as enzimas avaliadas na coleção, alguns poucos isolados apresentaram atividade para 

caseína, pectina, gelatina, entre 5% e 30% de expressão dentro da coleção (Figura 1).  

Os estágios do cultivo observados para expressão das enzimas, de modo geral foram similares aos referidos na 

literatura. Assim: atividade amilolítica no dia 4 de cultivo, esterásica e lipolítica próximo ao dia 11 e atividade 

caseinolítica e gelatinolítica próximos ao dia 18. A atividade pectinolítica foi constante nos três dias de avaliação, 

contudo, a expressão foi mais intensa no dia 18 de avaliação, o que discorda da literatura, bem como a atividade 

celulolítica, com expressão maior aos 4 dias de cultivo (Tabela 1).  

 

Considerações Finais  

Várias actinobactérias endofíticas aqui avaliadas se mostraram promissoras para inclusão em escala de 

fermentação e estudos mais detalhados de cinética de cultivo e produção metabólica.  
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Figura 1 – Frequência de observação da atividade enzimática em actinobactérias 

endofíticas obtidas em plantas nativas do cerrado brasileiro. 
 

 

 

Tabela 1 – Numero de actinobactérias com expressão positiva para amilase, caseinase, 

celulase, esterase, gelatinase, lipase e pectinase em função do tempo de cultivo.  

Enzima 

Número de actinobactérias com expressão confirmada 

Aos 4 dias de 

cultivo 
Aos 11 dias de 

cultivo 
Aos 18 dias de 

cultivo 

Amilase 13 8 10 

Caseinase 3 2 4 

Celulase 10 5 4 

Esterase 2 14 12 

Gelatinase 5 4 6 

Lipase 5 11 16 

Pectinase 1 1 1 

 


