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RESUMO 

Os resíduos gerados pela agroindústria ainda são pouco reaproveitados e em 
sua grande maioria são descartados por apresentarem baixo valor econômico 
agregado, porém, esses subprodutos são ricos em alguns compostos como as 
fibras e os açucares, podendo ser empregados em diversos bioprocessos. Os 
microrganismos marinhos são pouco explorados com relação à produção de 
bioativos como as enzimas extracelulares, as quais podem apresentar 
características diferenciadas. O presente trabalho teve como objetivo analisar a 
produção de amilases e pectinases por bactérias marinhas usando resíduos 
agroindustriais. Foram usados treze isolados provenientes do tecido necrosado 
zoantídeo Palythoa caribaeorum. A análise da produção das enzimas foi feita no 
meio sólido mineral com as seguintes fontes de carbono: amido, ácido péctico, 
farinha de laranja e farinha de maracujá, variando a temperatura (37 e 50ºC) e o 
pH (5, 6, 7 e 8) por um período de incubação de 48h. A produção de amilases 
foi observada em quatro e três isolados em meio contendo farinha de laranja e 
amido, respectivamente.  As pectinases foram produzidas por sete isolados em 
meio contendo farinha de maracujá e seis isolados em meio com ácido péctico. 
O isolado Bacillus sp. N1 se sobressaiu dentre os isolados sendo escolhido para 
um estudo mais detalhado, no qual o cultivo foi realizado em meio líquido mineral 
com diferentes fontes de carbono por 72h à 37ºC, com agitação. A cultura foi 
centrifugada e a atividade amilolítica e pectinolítica foi testada adicionando 
alíquotas do sobrenadante em poços nas placas de Petri contendo meio sólido 
com amido ou ácido péctico. O isolado Bacillus sp. N1 apresentou maior 
produção de amilases em pH 6 à 37ºC no meio com farinha de laranja, 
apresentando o halo de hidrólise de 26,4 mm, e com farinha de maracujá com o 
halo de 25,6 mm, enquanto em meio com amido o maior halo de hidrólise (24,9 
mm) foi registrado em pH 7 à 37ºC. Com relação a atividade de pectinases do 
sobrenadante obtido do cultivo nos meios com as farinhas testadas, os maiores 
halos foram observados à 37ºC em pH 8 para farinha de laranja (23,4 mm) e em 
pH 7 para farinha de maracujá (48,4 mm). O sobrenadante obtido do cultivo em 
meio com ácido péctico mostrou maior atividade pectinolítica em pH 7 à 37ºC, 
com halo de 59,9 mm. A atividade enzimática das amilases e pectinases foi 
menor em temperatura de 50ºC. Dessa forma, conclui-se que as farinhas de 
laranja e maracujá apresentam ser uma fonte viável de carbono alternativo para 
a produção de amilases e pectinases, podendo ser mais bem explorada a ser 
aplicada ao processo de produção de enzimas. Este estudo aponta que os 
isolados de bactérias marinhas, principalmente do gênero Bacillus, apresentam 
um potencial para produção de amilases e pectinases utilizando as farinhas de 
laranja e maracujá como fontes de carbono com baixo custo. 

Palavras-chave: Microrganismos. Enzimas. Resíduos agroindustriais.  

 

 

 

 

 



 
 

PRODUCTION OF AMYLASES AND PECTINASES BY MARINE BACTERIA 

USING AGROINDUSTRIAL WASTE 

 

ABSTRACT 

The residues generated by the agroindustry are still little reused and most of them 

are discarded because of their low added economic value, however, these by-

products are rich in some compounds such as fibers and sugars, and can be 

used in various bioprocesses. The marine microorganisms are little explored in 

relation to the production of bioactives such as extracellular enzymes, which may 

have differentiated features. This study aimed to analyze the production of 

amylases and pectinases by marine bacteria using agro-industrial residues. The 

thirteen isolates of bacteria obtained from necrotic tissue of zoanthid Palythoa 

caribaeorum were analyzed. The analysis of enzyme production was carried out 

in mineral solid medium with the following carbon sources: starch, pectic acid, 

orange peel flour and passion fruit peel flour, at different temperature (37 and 

50ºC) and pH (5, 6, 7 and 8), and incubation period of 48h. The production of 

amylases was observed in four and three isolates in medium containing orange 

peel flour and starch, respectively. The pectinases were produced by seven 

isolates in the medium containing passion fruit peel flour and six isolates in 

medium with pectic acid. The Bacillus sp. N1 stood out among the isolates, being 

chosen for a more detailed study, in which the cultivation was carried out in 

mineral liquid medium with different carbon sources for 72h at 37ºC, with 

agitation. The culture was centrifuged and the amylolytic and pectinolytic activity 

was tested by adding aliquots of the supernatant to wells in Petri dishes 

containing solid medium with starch or pectic acid. The Bacillus sp. N1 isolate 

showed higher production of amylases at pH 6 at 37ºC in the medium with orange 

peel flour, with a hydrolysis halo of 26.4 mm, and with passion fruit peel flour with 

a halo of 25.6 mm, while in medium with starch the largest halo (24.9 mm) was 

recorded at pH 7 at 37ºC. Regarding the pectinase activity of the supernatant 

obtained from the culture in the media with the tested flours, the largest halos 

were observed at 37ºC at pH 8 for orange peel flour (23.4 mm) and at pH 7 for 

passion fruit peel flour (48.4 mm). The supernatant obtained from culture in 

medium with pectic acid showed higher pectinolytic activity at pH 7 at 37ºC, 

showing hydrolysis halo of 59.9 mm. The enzymatic activity of amylases and 

pectinases was lower at a temperature of 50ºC. Thus, it is concluded that orange 

and passion fruit peel flours present to be a viable alternative carbon source for 

the production of amylases and pectinases, which can be better exploited to be 

applied to the enzyme production process. This study shows that marine bacteria 

isolates, mainly of the genus Bacillus, have a potential for the production of 

amylases and pectinases using orange and passion fruit peel flours as carbon 

sources at low cost. 

Keywords: Microorganisms. Enzymes. Agro-industrial waste. 
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1 INTRODUÇÃO  

 O crescimento da população mundial tem aumentado gradativamente, 

gerando uma maior demanda em diversos setores como o de alimentos em 

termos de quantidade, qualidade de produtos, custos e uma nutrição adequada. 

Os subprodutos gerados pelas agroindústrias como os resíduos de frutas 

provenientes do processamento para a produção de polpa de frutas e outros 

produtos apresentam uma diversidade de compostos como açucares 

fermentáveis que podem ser usados em diversos processos biotecnológicos, 

como a produção de bioetanol e enzimas, dentre outros. No entanto, o 

processamento de muitos produtos alimentícios tem gerado subprodutos que 

são descartados por não apresentarem valor econômico. 

 O processamento de frutas para a produção de polpa, por exemplo, tem 

gerado subprodutos que podem ser empregados em outros bioprocessos por 

apresentarem ainda uma alta concentração de açucares fermentáveis. A laranja 

é processada de diversas formas, uma delas é para produção de suco no qual a 

polpa é extraída e o bagaço é descartado, esse resíduo rico em fibras, pectina, 

óleos essenciais e D-limoneno. Além disso, outro resíduo é o do maracujá, no 

qual a polpa é extraída principalmente para a produção de suco e a casca e 

sementes são descartados, esse resíduo apresenta o óleo da semente e a casca 

que é rica em pectina e os minerais presentes como magnésio, fosforo, cálcio, 

potássio. Dentre esses resíduos, existem diversos outros que são gerados cada 

dia mais e não são reaproveitados.  

 As enzimas produzidas por microrganismos como bactérias, fungos e 

leveduras, tem ganhado espaço na indústria, pois têm o poder de acelerar 

diversas reações, logo diminuindo o tempo de produção e a necessidade do uso 

de outros compostos. As aplicações enzimáticas são diversas, podendo ser 

empregadas para a produção de alimentos, bebidas, cosméticos, 

medicamentos, dentre outros.  

 Há uma crescente busca de novas enzimas com características 

específicas e alta atividade, explorando microrganismos em diversos ambientes.  

As amilases são capazes de degradar diversas formas de amido e o emprego 

dessas enzimas tem crescido já que essas enzimas têm apresentado um papel 



 

10 
 

importante na indústria de laticínios, têxtil, bebidas, panificação, dentre outros. 

Outra classe de enzimas são as pectinases as quais são responsáveis de 

degradar as diversas formas de pectina, essas enzimas vem sendo alvo de 

diversos estudos visto que podem ser empregadas em diversas áreas como na 

indústria de sucos, bebidas, alimentos, têxtil, extração de óleos vegetais, na 

fermentação de chá, café e cacau, dentre outros processos no qual essa 

molécula desempenha papel fundamental.  

 O ambiente marinho apresenta uma alta diversidade filogenética e 

metabólica de microrganismos ainda pouco explorada para a produção de 

substâncias bioativas.  A bioprospecção de novas moléculas produzidas por 

isolados marinhos tem sido alvo de alguns estudos nos últimos anos visto que 

essas moléculas, tais como as enzimas, podem apresentar características 

diferenciadas, por exemplo, a halotolerância e estabilidade em uma ampla faixa 

de pH e de temperatura.  

 O ambiente marinho apresenta alterações de disponibilidade de nutrientes 

e salinidade, influenciando os microrganismos que podem apresentar 

características diferenciadas como a produção de moléculas com propriedades 

especificas e uteis para processos industriais e biotecnológicos. 

 Devido a necessidade industrial por novas enzimas com características 

que possam diminuir o tempo de diversos processos e redução do custo de 

produção, a bioprospecção de enzimas bacterianas de origem marinha tem sido 

alvo de estudos para seu uso no mercado industrial.   

 Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a produção de 

amilases e pectinases por bactérias marinhas, isoladas do tecido do zoantídeo 

Palythoa caribaeorum, utilizando farinha de cascas de laranja e de maracujá 

como substratos.   
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 RESÍDUOS AGROÍNDUSTRIAIS 

Os subprodutos provenientes da agroindústria são gerados a partir de 

processos industriais e/ou de produtos agrícolas. Em geral, esses resíduos não 

são aproveitados totalmente visto que tem pouco valor econômico agregado 

(PANESAR et al., 2016). 

Estima-se que até 2031 a produção de grãos tenha um aumento de cerca 

de 27,1% e as exportações de outros alimentos como milho, grão de soja, leite, 

carnes, manga e outros produtos também se encontram em crescimento para 

suprir a demanda mundial de alimentos (BRASIL, 2021). Dessa forma, ocorre o 

aumento na produção de subprodutos que são em grande maioria 

desperdiçados.  

Uma pesquisa feita pela Organização das Nações Unidas para a 

Alimentação e a Agricultura (FAO) estimou que cerca de 931 milhões de 

toneladas de alimento em 2019 foram desperdiçados de alguma forma, por 

exemplo no lixo das residências, varejo, restaurantes, fast food e outro serviços 

alimentares. Além disso, 54% do desperdício de alimentos no mundo ocorre na 

fase inicial da produção, que é composta pela manipulação pós-colheita e pela 

armazenagem (FAO, 2013). 

Os subprodutos gerados pela agroindústria vêm sendo estudados como 

fontes alternativas de carbono, visto que apresentam uma alta concentração de 

açucares fermentáveis podendo ser empregados em uma gama de bioprocessos 

como a produção de enzimas, biocombustíveis, produtos farmacêuticos, dentre 

outros (SOUZA et al., 2020; ANDRADE et al., 2018; UYGUT; TANYILDIZI, 2018; 

JULICH et al., 2016; UENOJO; PASTORE, 2007). 

Com a crescente quantidade de resíduos agroindustriais diversos projetos 

vêm sendo elaboradas ao decorrer dos anos como modo de aproveitar esses 

resíduos como método de minimizar os impactos ambientais gerados pelo 

descarte incorreto no ambiente. Logo, esses resíduos podem ser empregados 

em uma gama de bioprocessos diminuindo seus custos (MARZO et al., 2019). 
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2.1.1 RESÍDUOS DE LARANJA  

A laranja (Citrus sinensis L.) pertence à família Rutaceae sendo 

popularmente conhecida como laranja pêra (PIMENTA et al., 2016). Essa fruta 

é originária do sul da China e nordeste da Índia, a sua inserção no Brasil remete 

ao processo de colonização e a cultivar dessa fruta mais produzida no Brasil é a 

do tipo laranja pêra (LACERDA; LORENZI et al., 2006). 

 Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE 

(2019) atualmente o Brasil é considerado líder mundial quando se fala de 

citricultura, além de ser um dos maiores exportadores de laranja. Segundo Alves 

et al. (2019) as regiões mais produtivas de laranja no Brasil compreendem aos 

Estados de São Paulo e Minas Gerais, sendo São Paulo responsável pela 

produção de 13.357.732 toneladas com rendimento de 33,15 t/há, além disso, é 

considerado o maior produtor nacional representando 77% da produção de 

laranja. 

 O consumo da laranja in natura no Brasil é muito comum, visto que 30% 

da produção é destinada ao país, no entanto, em outros países o consumo é 

maior do suco extraído da fruta de forma industrializada ou da fruta fresca. A 

nível mundial, três a cada cinco copos de suco de laranja consumidos são 

produzidos por fabricas brasileiras (CITRUS BR, 2019).   

 Segundo dados da Associação Nacional dos Exportadores de Suco 

Cítrico (CITRUS BR) há uma previsão que a produção de suco de laranja das 

safras de 2019 e 2020 gire em torno de 1.202.702 toneladas de Frozen 

Concentrate Orange Juice (FCOJ) (CITRUS BR, 2020). Além disso, deve-se 

levar em consideração que cerca de 50% do peso da fruta corresponde ao 

resíduo gerado no processamento da fruta para suco, logo se tem em torno de 

1,2 milhões de toneladas anuais de resíduos no Brasil (SILVA; OLIVEIRA; 

MENDES, 2020; REZZADORI, BENEDETTI, 2009).  

Os resíduos da laranja são ricos em pectina, celulose e polissacarídeos 

hemicelulósicos (MATSUURA, 2005) e são geralmente transformados em farelo, 

o qual pode ser usado para produção de doces, celulose, propectina, 

carboidratos solúveis, pectina, flavonóides, aminoácidos, essências aromáticas, 

bem como complemento alimentar para os animais (CLEMENTE et al., 2012). A 

casca da laranja é composta de 16,9% açúcares solúveis, 9,21% celulose, 10,5% 
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hemicelulose e 42,5% pectina. O reaproveitamento do bagaço de laranja 

também inclui o albedo, os caroços e filamentos da casca que apresentam uma 

composição rica em pectina, fibras e outros carboidratos (REZZADORI; 

BENEDETTI, 2009). 

Um estudo conduzido por Deitos et al. (2014) aponta a viabilidade do 

aproveitamento da casca da laranja para produção de pectina e óleo essencial. 

Dos resíduos foram inicialmente extraídos o óleo essencial da laranja com um 

rendimento de 2,5% e do subproduto gerado foi extraída a pectina com um 

rendimento de cerca de 23%.  

2.1.2 RESÍDUOS DE MARACUJÁ 

O maracujá (Passiflora edulis) pertence à família Passifloraceae, ao 

gênero Passiflora, o qual é o mais representativo dessa família e o mais cultivado 

com cerca de 400 espécies, dos quais cerca de 150 são encontradas no Brasil 

(FALEIRO et al., 2011). Entretanto, apenas duas espécies de Passiflora, 

maracujá-amarelo (P. edulis) e o maracujá-doce (P. alata), têm alto valor 

comercial nas indústrias de bebidas, cosméticos e farmacêutica (CERQUEIRA-

SILVA et al. 2016). 

Segundo o IBGE (2019) a produção brasileira de maracujá foi de 593.429 

t com área colhida de 41.584 ha, apresentando um rendimento de 14,27 t/ha, 

sendo 64,5% produzido na região nordeste. Além disso, o Brasil é considerado 

maior produtor e consumidor de maracujá podendo atingir cerca de 1 milhão de 

toneladas por ano, entretanto o país um rendimento por área consideravelmente 

baixo (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).  

O fruto de maracujá apresenta alta quantidade de casca e sementes, 

sendo que as cascas representam cerca de 52% e as sementes de 6 a 12% do 

peso total, dependendo da espécie (CUNHA, 2013). Esse fruto apresenta teores 

elevados de acidez com um sabor consideravelmente forte e com propriedades 

sedativas. Além disso, é rico em vitaminas, fibras insolúveis e o albedo, que 

corresponde à camada interna branca, que é rica em fibras solúveis, em especial 

a pectina, com pequenas quantidades de mucilagens (CUNHA, 2013; MELETTI, 

2011; JANEBRO et al., 2008; CORDOVA et al., 2005; FERRARI; COLUSSI; 

AYUB, 2004).   
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Estima-se que mais de 60% da produção brasileira de maracujá amarelo 

sejam atribuídos ao consumo in natura e o restante sendo destinado a indústria, 

principalmente para a produção de suco (CLARO; MONTEIRO, 2010). Em média 

cerca de 70% do volume de resíduos produzidos compreende as cascas e 

sementes desse fruto, esses subprodutos não têm aplicações industriais, logo 

são descartados (REGIS, 2015; OLIVEIRA; REGIS; REZENDE, 2011). Os 

resíduos de maracujá gerados apresentam um elevado teor de umidade, 

presença de açucares solúveis que sofrem fermentação imediata devido as 

condições ambientais após a extração do suco (REGIS, 2015). 

2.3 ENZIMAS MICROBIANAS 

As enzimas são moléculas usadas no intuito de aumentar a velocidade de 

reações químicas, agindo na forma de um catalisador. As enzimas diminuem a 

energia de ativação necessária para que a reação se realize (NELSON, 2014).  

A otimização dos processos enzimáticos vem sendo alvo gradativamente 

pela indústria para diminuir os custos e melhorar a qualidade do produto final. As 

enzimas podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana, no entanto, as de 

origem microbiana são as mais usadas visto que apresentam algumas 

vantagens, tais como a produção independente de fatores sazonais, 

possibilidade do uso de substratos de baixo custo como os resíduos 

agroindústrias, além de apresentar condições maleáveis que podem aumentar 

sua produtividade (MONTEIRO; SILVA, 2009). 

As enzimas produzidas por microrganismos vêm sendo amplamente 

usadas na indústria pois apresentam uma alta facilidade de manipulação, 

produção em grandes volumes, liberação de do produto em meio extracelular, 

baixo custo de produção, redução de tempo de reação, estabilidade em diversas 

condições e a viabilidade de expressão e produção de enzimas recombinantes 

em células hospedeiras (GOPINATH et al., 2017). 

A produção de enzimas microbianas extracelulares apresenta um grande 

interesse biotecnológico devido ao seu vasto emprego no mercado industrial, do 

mesmo modo que sua importância na degradação de matéria orgânica em 

diversos ambientes, com destaque das amilases, celulases, pectinases e lipases 

(GURUNG et al., 2013; CHOUDHURY; BHUNIA, 2015).  
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O mercado global de enzimas com aplicações industriais cresceu entre 

2014 e 2019 cerca de 51,7% segundo estimativas do Grand View Research – 

GVR (2019). Além disso, é estimado que em 2024 o mercado de enzimas 

movimentará mais de 9 milhões de dólares. Esse crescimento pode ser explicado 

por diversos fatores, incluindo o aumento da demanda pela indústria 

principalmente na área de alimentos e bebidas, bem como o crescimento do 

mercado farmacêutico. A exploração e o desenvolvimento da biotecnologia 

industrial também devem ser levados em consideração como um fator para o 

gradativo crescimento do mercado mundial de enzimas (GVR, 2019). 

2.3.1 AMILASES 

O amido é um homopolissacarídeo composto por duas cadeias: amilose 

e amilopectina. A amilose é formada por duas unidades de glicose unida pela 

ligação glicosídica α (1→4) (BULÉON et al., 1998), enquanto a amilopectina é 

formada por duas moléculas de glicose unidas pelas ligações α (1→4) e α (1→6) 

gerando uma estrutura ramificada (CEREDA et al., 2001).  

Encontrado em diversas plantas de importância econômica mundial, como 

por exemplo, no trigo, arroz, batata e mandioca, e pode ser extraído das raízes, 

tubérculos e sementes (GADHAVE; MAHANWAR; GADEKAR, 2017). Além de 

ser um dos mais importantes constituintes da dieta humana, amido representa 

um potencial como fonte de energia renovável e biodegradável (MAAREL et al., 

2002; KARAKI et al., 2016).  

As enzimas amilolíticas são capazes de hidrolisar ligações α-glicosídicas 

gerando mono ou oligossacarídeos, e possuem a capacidade de formar ligações 

α-1,4 ou α-1,6 (transglicosilação) (AGIRRE et al., 2019; MAAREL, et al., 2020). 

Existem três tipos de amilases: as α-amilases (endo-1,4-α-D-glucohidrolase), as 

β-amilases (β-1,4-glucanomaltohidrolase) e glucoamilases (amiloglucosidase) 

(RAO; SWAMY; SIVARAMAKRISHNA, 2007). 

 Além disso, essas enzimas são divididas em 4 subclasses: 

endoamilases, exoamilases, enzima desramificadoras e transferases. As 

endoamilases são capazes de hidrolisar ligações na parte interna da cadeia do 

amido, enquanto as exoamilases hidrolisam ligações do tipo α-1,4 e/ou α-1,6 nas 

partes externas da cadeia. Por outro lado, as enzimas desramificadoras 

hidrolisam ligações do tipo α-1,6 do amido fazendo com que ramificações sejam 
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desfeitas, e as transferases geram novas ligações α-1,4 e/ou α-1,6, uma vez que 

novos monômeros são incorporados numa cadeia linear ou na forma de 

ramificações na cadeia amilácea. Para conseguir desfazer toda a cadeia 

glicosídica é necessária a utilização de um conjunto de diferentes tipos de 

amilases (AGIRRE et al., 2019; MAAREL, et al., 2020).  

As amilases ocorrem amplamente em animais, plantas e microrganismos 

(SHAFIEI; ZIAEE; AMOOZEGAR, 2012) e são produzidas principalmente por 

bactérias pertencentes ao gênero Bacillus (LIU; KOKARE, 2016; SINGH; SINGH; 

PANDEY, 2019). As enzimas amilolíticas compõem uma categoria de enzimas 

que desempenham papel fundamental no mercado industrial, podendo ser 

utilizadas em diversos processos como: alimentos panificados, diversos tipos de 

fermentações, indústrias têxteis e de papel, detergentes, liquefação de amido a 

aplicação bioenergética, utilizando o amido para a produção de etanol (BATISTA 

et al., 2018; TANG et al., 2020). 

 As amilases estão entre as hidrolases mais utilizadas em processos 

biotecnológicos, que representam anualmente nas vendas cerca de 65% no 

mercado mundial de enzimas (SIMAIR et al., 2017; SINGH; SINGH; PANDEY, 

2019). 

2.3.2 PECTINASES 

A pectina é um homopolissacarídeo vegetal que contribui para a estrutura 

dos tecidos vegetais como componente da lamela média e parede celular 

primária (MARTOS et al., 2013). É composta por um complexo de 

polissacarídeos ácidos, no qual os resíduos de ácido galacturônico estão 

conectados por ligações α-(1,4), parcialmente esterificados por grupos metil 

éster, além disso podem estar de forma parcial ou completamente neutralizadas 

como íons de sódio, potássio ou amônio. (GUMMADI; PANDA, 2003; KASHYAP 

et al., 2000; LIMBERG et al., 2000; SAKAI et al., 1993)  

As pectinases são um grupo de enzimas que degradam a substâncias 

pécticas, essas enzimas são classificadas de acordo com seu mecanismo de 

ação. Por exemplo, as metilesterases removem grupos metoxi de galacturonano 

altamente ou parcialmente esterificado. As poligalacturonases catalisam a 

hidrólise das ligações glicosídicas de forma aleatória (endopoligalacturonase) ou 

a partir da extremidade não redutora de homogalacturonana, liberando resíduos 
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de ácido glucurônico ou galacturônico (exopoli-glacturonases) (CORNUAULT; 

POSÉ; KNOX, 2018; KAVUTHODI; SEBASTIAN, 2018; PEDROLLI et al., 2009).  

Essas enzimas são classificadas como: poligalacturonases, que são 

subclassificadas como endo-poligalacturonases (EC 3.2.1.15) e exo-

poligalacturonases (EC 3.2.1.67); liases, que são subclassificadas em pectatites 

(EC 4.2.2.9 e EC. 4.2.2.2) ou pectina liases (EC 4.2.2.10); e pectina 

metilesterases (EC 3.1.1.11). Para que se consiga a degradação total da pectina 

é necessário usar diferentes tipos de pectinases, juntamente com outras 

enzimas, como celulases e hemicelulases, visto que esse conjunto de enzimas 

vai atuar em diferentes partes do biopolímero (OUMER; ABATE, 2018; GARG et 

al., 2016). Na figura 1 é possível observar a ação da pectina liase e 

poligalacturonase sobre a molécula de pectina. 

As pectinases são produzidas por fungos, bactérias, insetos, nematóides 

e protozoários, sendo que para a produção comercial são usados principalmente 

Aspergillus spp., Penicillium spp. e Bacillus spp. (OUMER, 2017; DHITAL; 

PANTA; KARKI, 2013; KHAIRNAR et al., 2009). Entre os microrganismos que 

produzem enzimas extracelulares, destacam-se os fungos que possuem grande 

participação na decomposição da matéria orgânica. As pectinases produzidas 

por fungos são secretadas para quebrar a lamela média nas plantas, para que 

possam inserir hifas fúngicas e extrair nutrientes da planta (GUMMADI; PANDA, 

2003; HOONDAL et al., 2002).  

FONTE: Zielinski, 2013. 

Figura 1. Esquema da degradação da pectina pelas enzimas pectina liase e poligalacturonase. 
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As pectinases microbianas apresentam ampla especificidade de 

substrato, versatilidade e capacidade de atuar sobre uma variedade de 

substâncias da pectina, o que as tornam biocatalisadores valiosos em diversos 

processos industriais (AMIN; BHATTI; BILAL, 2019). Além disso, constituem 

aproximadamente 10% da produção total de enzimas no mercado mundial e 25% 

da venda global na indústria alimentícia (OUMER, 2017; NADERI et al. 2012).  

As enzimas pectinolíticas têm sido amplamente utilizados na produção de 

suco de frutas e vinho, indústria têxtil, no tratamento de resíduos vegetais, nos 

processos de fabricação de papel, na desengomagem de fibras vegetais, os 

processos de extração de óleo, e no processamento de chocolate, chá e café 

(KUBRA et al., 2018; NADERI et al., 2012; ZOHDI; AMID, 2013). As amilases 

podem ser usadas também no tratamento de águas residuais em indústrias de 

processamento de cítricos (HAMTA; DEHGHANI, 2017). 

2.4 BACTÉRIAS MARINHAS 

 O mundo marinho apresenta uma alta diversidade de organismos vivos 

tais como plantas, animais, bactérias, fungos e algas. A complexidade desse 

ecossistema é pouco conhecida quando se compara aos ambientes terrestres, 

visto que os oceanos consistem em cerca de 71% da superfície da terra 

(MATOS, 2012) e de forma geral são mais difíceis de serem estudadas. 

As comunidades bacterianas marinhas vem sendo alvo de diversos estudos 

nas últimas décadas, tais como corais e esponjas, dentre outros (IMHOFF; 

LABES; WIESE, 2011; WATER et al., 2018; SOUZA et al., 2020). Essas 

populações de microrganismos sofrem diversas instabilidades do ambiente com 

relação a temperatura, pressão, salinidade, disponibilidade de nutrientes, além 

de diversas contaminações ambientais. Logo, esses microrganismos são 

capazes de sobreviver as diversas condições marinhas, podendo apresentar 

novas e únicas propriedades bioquímicas (JACKSON et al., 2015). 

Devido a variação de diversos fatores abióticos, os microrganismos 

marinhos precisam aperfeiçoar os mecanismos de captação de nutrientes e 

defesa para sua sobrevivência. Dessa forma, os microrganismos associados as 

algas, esponjas, ascídios e corais produzem uma ampla diversidade de enzimas 

e metabólitos secundários que na maioria das vezes são quimicamente 
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diferentes quando comparado aos encontrados em ambientes terrestres 

(FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012; PENESYAN et al., 2013; SINGH et al., 

2015). 

 Os corais são encontrados unicamente em ambientes marinhos, 

principalmente em áreas do Indo-Pacífico (SOARES et al., 2006; PECHENIK, 

2016). No Brasil, o zoantídeo Palythoa caribaeorum (DUCHASSAING; 

MICHELOTTI, 1860), chamado de “coral mole”, é encontrado em grande parte 

do litoral brasileiro, como nos estados da Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do 

Norte. 

 O zoantídeo P. caribaeorum é majoritariamente encontrada em regiões 

rasas com até 15 metros de profundidade se agrupando em uma espécie de 

tapete com capacidade de permanecer submerso ou sob a maré baixa (SOARES 

et al., 2006; CAMPOS, 2011; MELO, 2017; PAULINO et al., 2017). Os 

zoantídeos apresentam uma grande interação com os microrganismos que 

provem diversos benefícios para ambos. As bactérias auxiliam o coral gerando 

proteção contra outros microrganismos que possam ser patogênicos, na 

manutenção de saúde do coral, além de estar envolvido na reciclagem de 

diversos nutrientes (PECHENIK, 2016) 

 As populações bacterianas associadas aos corais vem sendo destaque 

nos últimos estudos voltados a essa área, por apresentarem um alto potencial 

para a produção de compostos de interesse biotecnológico. Alguns estudos têm 

apontado o potencial de microrganismos provenientes do zoantídeo P. 

caribaeorum como bons produtores de amilases, pectinases, celulases, 

proteases e lipases (SANTOS, 2016; SOUZA et al., 2020; BRITO, 2020), 

biosufactantes (TAVEIRA; GORLACH-LIRA, 2017), substâncias antimicrobianas 

(PEREIRA, 2020), além de apresentarem tolerância a altas concentrações de 

NaCl (SANTOS, 2016; BRITO, 2020). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar a produção de amilases e pectinases por bactérias marinhas 

usando resíduos agroindustriais como fonte de carbono.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Determinar a produção de amilases e pectinases por isolados bacterianos 

utilizando diferentes fontes de carbono; 

• Avaliar a viabilidade das farinhas de maracujá e laranja como fonte de 

carbono alternativo para produção de amilases e pectinases; 

• Analisar a influência do pH e da temperatura na produção de enzimas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MICRORGANISMOS  

O presente estudo foi realizado nas instalações do Laboratório de Biologia 

de Microrganismos (BIOMICRO) localizado no Departamento de Biologia 

Molecular (DBM) do Centro de Ciências Exatas e da Natureza (CCEN) na 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB) – Campus I. Os isolados bacterianos 

usados nesse trabalho pertencem a uma coleção de bactérias proveniente do 

tecido necrosado do zoantídeo Palythoa caribaeorum (Figura 2), obtidos através 

de estudos anteriores realizados no BIOMICRO/DBM/CCEN/UFPB (2014, dados 

não publicados). 

Nos trabalhos realizados anteriormente (2014, dados não publicados) as 

bactérias foram isoladas a partir de zoantídeos acometidos por uma necrose dos 

recifes da praia de Carapibus (7º18´03"S, 340 47´52"W) localizada no litoral Sul 

do município do Conde, Paraíba. Os isolados e foram denominadas como N_ e 

NC_. O isolamento bacteriano foi efetuado com auxílio de um suab no qual foi 

possível coletar células bacterianas do tecido necrosado do coral (Figura 2b) e 

em seguida cultivar em meio Agar marinho (pH 7,4) composto de 5,0 g de 

peptona (HiMedia), 1,0 g de extrato de levedura (DIFCO), 15,0 g de ágar 

bacteriológico (KASVI), 1000 mL de água do mar filtrada. Os isolados foram 

armazenados em tubos contendo ágar marinhos semisólido (4g/L de ágar) e em 

Eppendorf contendo células suspensas em água destilada estéril. 

Os isolados foram identificados por Pereira (2020) e Brito (2020) na base 

das sequências de RNAr 16S submetidas a análise de similaridades com os 

dados do GenBank acessado através do site do NCBI (National Center for 

Biotecnology Information) e utilizando o programa BLAST - “Basic Local 

Alignment Search Tools” (ALTSCHUL, et al. 1997).  



 

22 
 

 FONTE: GORLACH-LIRA, 2014. 

4.2 OBTENÇÃO DAS FARINHAS DE CASCAS DE FRUTAS 

Os resíduos das frutas foram obtidos da casca da laranja pêra (Citrus 

sinensis L.) e das cascas do maracujá azeda (Passiflora edulis). As cascas foram 

submetidas a secagem em estufa a 60°C e o material seco passou pelo 

processamento no moinho de bolas e em seguida em moinho de facas devido a 

rigidez das cascas. A farinha foi peneirada para obter material homogêneo e com 

uma granulometria fina. As farinhas foram armazenadas em saco plástico em 

temperatura ambiente para posterior utilização.  

4.3 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ENZIMAS EXTRACELULARES 

 Os ensaios foram efetuados em meios sólidos usando amido e farinha de 

laranja como substratos para produção de amilases, e ácido péctico e farinha de 

maracujá para a produção de pectinases. Todos os testes enzimáticos foram 

realizados em duplicata.  

4.3.1 AMILASES 

A produção de amilases foi analisada usando o meio composto por: amido 

(C6H10O5)n (1 g/L), nitrato de sódio (NaNO3) (0,5 g/L), fosfato dipotássico 

(K2HPO4) (1 g/L), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4. 7H2O) (0,01 g/L) 

e ágar (15g/L) e água destilada (1000 mL) (TINDALL, et al., 2007; WOOD; 

KRIEG, 1989). Foi utilizado também um meio com a mesma composição, sendo 

que o amido foi substituído pela farinha de laranja (1 g/L). O pH dos meios de 

cultura foram ajustados para pH 5,0 usando o tampão acetato de sódio para pH 

Figura 2. Zoantídeo P. caribaeorum sadio (A) e necrosado (B) nos recifes de Carapibus – PB. 
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8,0 usando o tampão fosfato. Os meios foram autoclavados por 15 minutos a 

121ºC a 1 atm. 

Para o preparo do tampão acetato de sódio a 0,1 mol/L-1 (pH 5,0) utilizou-

se 5,24g de C2H3NaO2 e 2,16 mL de CH3COOH para 1000 ml de água destilada.  

O preparo da solução tampão fosfato de sódio foram feitas as seguintes 

soluções: Na2HPO4.H2O a 0,1 mol/L-1 (28,39 g foram diluídos em 1000 mL de 

água destilada) e NaHPO4.H2O a 0,1 mol/L-1 (27,60 g foram diluídos em 1000 

mL de água destilada). Para alterar o pH do meio para 8 foi adicionado 5,3 mL 

da solução de Na2HPO4.H2O e 94,7 mL NaHPO4.H2O em 900 mL de água 

destilada. 

Os isolados foram inoculados em placa de Petri contendo o meio indutor 

para a produção de amilases contendo amido ou farinha de laranja como fonte 

alternativa de carbono. Com o auxílio de uma alça de platina as bactérias foram 

inoculadas na placa em um ponto, e as placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica por 72 h em duas temperaturas 37 e 50 ºC. 

 Para a identificação da formação do halo de hidrólise do subtrato usado 

uma solução de Lugol, contendo 3,3 g/L de iodo, 6,6 g/L de iodeto de potássio e 

1000 mL de água destilada. Com o auxílio de um pistilo, o iodo e o iodeto de 

potássio foram macerados em um almofariz, com adições de concentrações de 

água destilada para dissolver os compostos que ficaram impregnados no 

almofariz. A solução foi armazenada em um recipiente opaco para não sofrer 

fotodegradação para posterior utilização.  

 Com a utilização de uma pipeta de Pasteur a solução de Lugol foi 

adicionada nas placas com o meio para amilases até que a superfície toda 

estivesse coberta. Após alguns minutos é possível visualizar os halos de 

hidrólise formado pelos isolados produtores de amilases. Posteriormente, o 

Lugol disposto nas placas foram descartados em um recipiente específico. Para 

determinar o índice enzimático foi realizado a medição do halo de hidrolise 

formado e da colônia bacteriana utilizando uma régua.  

4.3.2 PECTINASES 

A produção de pectinases foi testada usando o meio composto por: ácido 

péctico (C6H8O6)n (5 g/L), extrato de levedura (1 g/L), fosfato dipotássico 

(KH2PO4) (3 g/L), fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) (6 g/L), sulfato de 
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magnésio heptahidratado (MgSO4. 7H2O) (0,1 g/L), cloreto de cálcio dihidratado 

(CaCl2. 2H2O) (0,14 g/L), ágar (15g/L) e água destilada (1000 mL) (HANKIN; 

ANAGNOSTAKIS, 1975). Foi utilizado também um meio com a mesma 

composição, sendo que o ácido péctico foi substituído pela farinha de maracujá 

(5 g/L). O pH dos meios de cultura foram ajustados para pH 5 usando o tampão 

acetado de sódio e para pH 8 usando o tampão fosfato, como foi descrito no item 

4.3.1. Os meios foram autoclavados por 15 minutos a 121ºC a 1 atm. 

 Os isolados foram inoculados em placa de Petri com o meio indutor para 

a produção de pectinases contendo ácido péctico ou farinha de maracujá como 

fonte alternativa de carbono. Com o auxílio de uma alça de platina as bactérias 

foram inoculadas na placa em um ponto, posteriormente as placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica por 72 h em duas temperaturas 37 e 50ºC. 

 Para visualizar o halo de hidrólise de pectina foi usada uma solução de 

Lugol concetrado descrita no item 4.3.1. Com a utilização de uma pipeta de 

Pasteur a solução de Lugol foi adicionada nas placas como o meio para 

pectinases até cobrir toda a superfície. Após alguns minutos é possível visualizar 

os halos de hidrólise formados pelos isolados produtores de pectinases. 

Posteriormente, o Lugol disposto nas placas foi descartado em um recipiente 

específico. Para determinar o índice enzimático foi realizado a medição do halo 

de hidrolise formado e da colônia bacteriana utilizando uma régua.  

4.3.4 ÍNDICE ENZIMÁTICO  

A atividade enzimática foi expressa como índice enzimático (IE), o qual 

apresenta a relação entre o diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro 

médio da colônia (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). 

IE:
diâmetro do halo de degradação 

diâmetro  da colônia 
 

Dessa forma, os isolados que exibirem maiores valores do IE, apresentam 

maior atividade enzimática (HITHA; GIRIJA, 2014). 
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4.4 PRODUÇÃO DE AMILASES E PECTINASES PELO 

ISOLADO Bacillus sp. N1  

O isolado Bacillus sp. N1 foi escolhido para um estudo mais detalhado na 

base dos dados obtidos nos testes anteriores para avaliar a atividade enzimática 

do sobrenadante livre de células em diferentes condições de pH e temperatura. 

4.4.1 ATIVIDADE AMILOLÍTICA  

A produção de amilases foi realizada nos meios líquidos como descrito no 

item 4.4.1, mais sem a adição de ágar. Foram usados os seguintes substratos: 

amido (2 g/L), farinha de laranja (2 g/L) e farinha de maracujá (2 g/L).  

O isolado foi previamente incubado em 10 mL do meio Brain Heart 

Infusion – BHI (HiMedia) por 48 horas à 37º C em uma estufa bacteriológica. 1 

mL da cultura foi adicionado em um Erlenmeyer contendo 50 mL do meio com 

amido, farinha de laranja ou farinha de maracujá. As culturas foram incubadas a 

37ºC em shaker com agitação de 150 rpm por 3 dias, e as alíquotas foram 

submetidas a uma centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos em temperatura 

ambiente. O sobrenadante livre de células foi armazenado em tubo de Falcon 

estéril de 15 mL em geladeira (4ºC). 

Para avaliar a influência do pH sobre atividade de enzimas contidas no 

sobrenadante foi usado o meio composto por amido (1 g/L) e ágar (15 g/L) 

dissolvidos em tampões de acetato de sódio 0,1 mol/L-1, pH 5 e o tampão fosfato 

de potássio mol/L-1, pH 6, 7 e 8. A análise foi feita nas temperaturas de 37 e 

50ºC. 

A preparação do tampão acetato de sódio e fosfato de sódio foi realizado 

como descrito no item 4.3.1. A partir dessas soluções foram obtidos os tampões: 

pH 6 (87,7 mL da solução de Na2HPO4.H2O e 12,3 mL NaHPO4.H2O em 900 mL 

de água destilada); pH 7 (39,0 mL da solução de Na2HPO4.H2O e 61,0 mL 

NaHPO4.H2O em 900 mL de água destilada).  

Foram feitos os poços com um diâmetro de 9 mm no meio com substrato 

específico na placa de Petri e em seguida alíquotas de 100 µL do sobrenadante 

foram adicionadas aos poços para avaliar a atividade de amilases. Como 

controle negativo, utilizou-se o meio BHI líquido substituindo o sobrenadante. 
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 As placas em duplicata foram incubadas por 48h em 37 e 50ºC, a 

visualização dos halos de hidrólise foi feita mediante a adição da solução de 

Lugol como descrito no item 4.3.1. A determinação dos halos de hidrólise do 

amido foi feita utilizando um paquímetro. 

4.4.2 ATIVIDADE PECTINOLÍTICA  

A produção de pectinases foi realizada no meio descrito no item 4.4.2, 

mais sem a adição de ágar, usando os seguintes substratos: ácido péctico (5 

g/L), farinha de laranja (5 g/L) e farinha de maracujá (5 g/L).  

O isolado foi previamente incubado em 10 mL do meio Brain Heart 

Infusion – BHI (HiMedia) por 48 horas à 37ºC em uma estufa bacteriológica. 1 

mL da cultura foi adicionado em um Erlenmeyer contendo 50 mL do meio com 

amido, farinha de laranja ou farinha de maracujá. As culturas foram incubadas a 

37ºC em shaker com agitação de 150 rpm por 3 dias. 

 As culturas foram submetidas a uma centrifugação a 10.000 rpm por 5 

minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante livre de células foi 

armazenado em tubo de Falcon estéril de 15 mL em geladeira (4ºC). 

A influência do pH foi analisada no meio composto por ácido péctico (1 

g/L) e ágar (15 g/L) em tampões de acetato de sódio 0,1 mol/L-1, pH 5 e o tampão 

fosfato de potássio 0,1 mol/L-1, pH 6, 7 e 8, o preparo dos tampões foi descrito 

nos itens 4.3.1 e 4.4.1. 

Foram feitos os poços com um diâmetro de 9 mm no meio com substrato 

específico na placa de Petri e em seguida alíquotas de 100 µL do sobrenadante 

foram adicionadas aos poços para avaliar a atividade de pectinases. Como 

controle negativo foi utilizado o meio líquido BHI substituindo o sobrenadante. 

As placas em duplicata foram incubadas por 48h em 37 e 50ºC, a 

visualização dos halos de hidrólise foi feita usando a solução de Lugol como 

descrita no item 4.3.1. A determinação dos halos de hidrólise da pectina foi feita 

utilizando um paquímetro. 

 

 

 

 

 



 

27 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 PRODUÇÃO DE AMILASES 

 No presente trabalho foram testados quatorze isolados de bactérias 

provenientes do tecido necrosado do zoantídeo P. caribaeorum pertencentes 

aos gêneros Bacillus, Arthrobacter, Staphylococcus, Exiguoabacterium e 

Pseudomonas (Tabela 1). Os isolados foram identificados nos estudos 

anteriores conduzidos por Pereira (2020) e Brito (2020). 

Tabela 1. Isolados de bactérias provenientes do tecido necrosado de P. caribaeorum. 

Gênero/Espécie Isolado 

Bacillus  
N1, N5; NC1, NC3, 

NC4, NC7, NC8,  

Arthrobacter koreensis NC9, NC10 

Staphylococus 

epidermidis 
N2 

Exiguobacterium sp. NC6 

Pseudomonas stutzeri NC2, NC5 

Fonte: PEREIRA, 2020; BRITO, 2020. 

As tabelas 2 e 3 mostram os resultados da atividade das amilases por 

isolados bacterianos em meio contendo amido e farinha da laranja, 

respectivamente, a 37°C e 50°C. 

A atividade amilolítica foi observada nos isolados do gênero Bacillus 

(30,6%) N1, NC1, NC4 e NC8 em meio contendo amido, principalmente em pH 

7,0 (Tabela 2). O maior índice enzimático (IE) (10,4) pode ser observado para o 

isolado Bacillus sp. N1 (10,4) em meio contendo amido em pH 7 a 50ºC. 

Entretanto, esse mesmo isolado cultivado em meio contendo farinha de laranja 

apresentou uma menor atividade (Tabela 3). Os isolados das espécies A. 

koreensis e P. stutzeri apresentaram produção de amilases em pH 7,0 e 8,0.  

A substituição do amido pela farinha de laranja (Tabela 3) como fonte de 

carbono para a produção de amilases foi favorável para os isolados do gênero 

Bacillus N1, NC1, NC8, P. stutzeri NC2, NC5 e para o isolado A. koreensis NC9 

em pH 7 a 37ºC, entretanto alguns isolados, ativos no meio com amido, não 

produziram amilases nesse meio (Tabela 3). 
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Tabela 2. Os valores do índice enzimático para amilases dos isolados de bactérias nos meios 
de cultivo contendo amido em diferentes condições de pH e temperatura. 

Isolado 

Índice Enzimático (IE) 

pH 5 pH 7 pH 8 

37°C 50°C 37°C 50°C 37°C 50°C 

Bacillus spp.       
N1 0,0 0,0 4,8 10,4 0,0 0,0 
N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC1 0,0 0,0 1,6 3,1 0,0 0,0 
NC3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC4 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 
NC7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC8 0,0 0,0 2,2 1,7 0,0 0,0 

Arthrobacter koreensis       
NC9 0,0 0,0 3,0 0,0 3,1 0,0 
NC10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Staphylococcus epidermidis       
N2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Exiguobacterium sp.       
NC6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas stutzeri       
NC2 0,0 0,0 1,9 5,4 1,3 0,0 
NC5 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 

Fonte: Autoria própria, 2020. 

Os isolados mais ativos para a produção de amilases em meio contendo 

farinha de laranja (Tabela 3) foram P. stutzeri NC2 (5,8), NC5 (5,0) e NC8 (3,9) 

em pH 7 a 37ºC. Em pH 8 a 37ºC os isolados mais ativos foram A. koreensis 

NC9 (3,7), P. stutzeri NC5 (3,1) e NC8 (3,7). O maior índice enzimático (5,8) foi 

observado para o isolado P. stutzeri NC2 a 37ºC no pH 7. 

A produção de enzimas é influenciada por diversos fatores tais como 

temperatura, tempo de incubação, pH, quantidade do inóculo, dentre outros 

fatores, assim como a quantidade da enzima produzida também é influenciada 

pelo tipo de microrganismo (SUKMAWATI, 2018; PANGESTI et al., 2012; 

SUKMAWATI; ROSALINA, 2020).   

No nosso estudo com relação a produção de amilases nos meios com 

amido e farinha de laranja podemos destacar a falta de produção dessas 

enzimas em pH 5 em ambas as temperaturas testadas (Tabelas 2 e 3).  

Os isolados Exiguobacterium sp. NC6, S. epidermidis N2, Bacillus sp. 

NC7 não foram capazes de produzir amilases nos meios utilizados. Na literatura 

produção de α-amilases por bactérias do gênero Exiguobacterium foi relatado 
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por Mojallali et al. (2014), porém, o isolado desse gênero testado nesse estudo 

não apresentou atividade. 

Tabela 3. Os valores do índice enzimático para amilases dos isolados de bactérias nos meios 
de cultivo contendo farinha da laranja em diferentes condições de pH e temperatura. 

Isolado 

Índice Enzimático (IE) 

pH 5 pH 7 pH 8 

37°C 50°C 37°C 50°C 37°C 50°C 

Bacillus spp.       
N1 0,0 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 

N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC1 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 

NC3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC8 0,0 0,0 3,9 0,0 2,1 0,0 

Arthrobacter koreensis       
NC9 0,0 0,0 3,0 0,0 2,1 0,0 

NC10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Staphylococcus epidermidis       
N2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Exiguobacterium sp.       
NC6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas stutzeri       
NC2 0,0 0,0 5,8 0,0 0,0 0,0 

NC5 0,0 0,0 5,0 0,0 3,1 0,0 

Fonte: Autoria própria, 2020. 

Os resíduos oriundos do processamento da laranjas vêm sendo 

demostrado como fonte viável para a produção de amilases. Uygut e Tanyildizi 

(2018), demostrou a produção de enzimas amilolíticas por bactérias usando 

cascas de laranja como fonte de amido, destacando os isolados do gênero 

Bacillus.  

Alguns estudos como de Gomes et al. (2007), Cordeiro e Martins (2009), 

Brack et al. (2015), Souza et al. (2020), Sukmawati et al. (2021) ressaltam o 

gênero Bacillus com alto potencial para a produção de amilases, corroborando 

com resultados desse estudo. 

Mawati et al. (2021) realizaram a triagem de bactérias termofílicas 

produtoras de amilases provenientes de uma fonte de água quente em South 

Lampung, Indonésia e observaram que P. stutzeri apresentou maior atividade 

amilolítica em 50ºC com um halo de hidrolise de 15,4 mm. 
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5.2 PRODUÇÃO DE PECTINASES 

Nas tabelas 4 e 5 estão expostos os resultados dos halos de hidrolise da 

pectina usando as pectinases produzidas em meio contendo ácido péctico e 

farinha de maracujá, os testes foram realizados nas temperaturas de 37ºC e 

50ºC.  

As pectinases foram produzidas principalmente por isolados do gênero 

Bacillus (23%) N1, NC1 e NC8 em meio contendo ácido péctico, principalmente 

nos pH 7 e 8 (Tabela 4). O maior IE (5,9) foi observado para o isolado Bacillus 

sp. N1 em pH 7 e 8, porém, pode-se observar que esse isolado apresentou um 

maior IE (7,8) em meio contendo farinha de maracujá em pH 7 (Tabela 5).  

O pH influência a atividade de pectinases especificas, em pH 5 se tem 

atividade da pectina liase (PL) e em pH 8 de poligalacturonase (PG) ((HANKIN; 

ANAGNOSTAKIS, 1975). Nesse estudo é possível observar nas tabelas 4 e 5 

que os isolados foram capazes de produzir pelo menos um dos tipos de enzimas 

pectinolíticas. O isolado Bacillus N1 foi o único capaz de produzir PG e PL em 

temperaturas de 37ºC e 50ºC. 

Os isolados Bacillus spp. NC3, NC7, NC10, Exiguobacterium sp. NC6 e 

S. epidermidis N2 não foram capazes de produzir pectinases em nenhuma das 

condições testadas.  

 Em meio contendo farinha de maracujá (Tabela 5) para a produção de 

pectinases observa-se que a maioria dos isolados ativos pertencem ao gênero 

Bacillus (30,7 %), sendo este número maior que me meio com ácido péctico. O 

maior IE (7,8) foi observado para o isolado Bacillus sp. N1.  

 O meio com farinha de maracujá foi favorável principalmente para o 

isolado Bacillus NC4 já que ele não foi ativo em meio contendo ácido péctico. 

Além disso, é possível observar que o isolado Bacillus sp. NC1 foi capaz de 

produzir PL e PG apenas nesse meio, os demais isolados foram capazes de 

produzir pelo menos uma das enzimas testadas. 

 Os isolados mais ativos em meio contendo farinha de maracujá foram 

Bacillus spp. N1 (7,8), NC4 (3,0) com os maiores índices enzimáticos e P. stutzeri 

NC5 (1,9) em pH 7, enquanto em pH 8 os mais ativo foram A. koreensis (3,0), P. 

stutzeri NC5 (3,0) e Bacillus sp NC4 (2,9), ambos em temperatura de 37ºC. 
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 O meio contendo FM (Tabela 5) proporcionou uma maior atividade dos 

isolados Bacillus spp. N1, NC1 e A. koreensis NC9 quando comparado com o 

meio contendo ácido péctico. No meio contendo farinha de maracujá a 50ºC não 

houve produção de enzimas pectinolíticas em nenhum dos pH testados. 

Tabela 4. Os valores do índice enzimático para pectinases dos isolados de bactérias nos meios 
de cultivo contendo ácido péctico em diferentes condições de pH e temperatura. 

Isolado 

Índice Enzimático (IE) 

pH 5 pH 7 pH 8 

37°C 50°C 37°C 50°C 37°C 50°C 

Bacillus spp.       
N1 1,9 1,7 5,9 0,0 5,9 3,6 
N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC1 1,6 0,0 0,2 0,0 1,1 0,0 
NC3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC8 0,0 0,0 4,0 0,0 2,6 1,6 

Arthrobacter koreensis       
NC9 1,2 0,0 1,3 0,0 1,3 0,0 
NC10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Staphylococcus epidermidis       
N2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Exiguobacterium sp.       
NC6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas stutzeri       
NC2 0,0 2,0 1,9 0,0 1,5 0,0 
NC5 2,7 0,0 2,5 0,0 2,0 0,0 

Fonte: Autoria própria, 2020. 

 A biossíntese e atividade das pectinases pode ser afetada por diversos 

fatores, tais como os componentes do meio de cultura em especial da fonte de 

carbono, presença de indutores (UENOJO; PASTORE, 2007; BLANDINO et al., 

2001), e das condições de cultivo, como pH, temperatura, tempo de incubação, 

concentração do inoculo, aeração, agitação e tempo de incubação (SOUZA et 

al., 2003). 

 O gênero Bacillus tem sido citado por diversos estudos sendo um gênero 

de bactérias com alto potencial para a produção de pectinases. Um estudo 

conduzido por Andrade et al. (2018) aponta o gênero Bacillus com alto potencial 

para a produção de pectinolíticas e celulolíticas a partir da fermentação sólida do 

resíduo do cajá, mostrando a melhor atividade de pectinases em 30ºC. 

 Por outro lado, o estudo de Oumer e Abate (2017) caracterizaram uma 

pectinase produzida por B. subtilis, a qual apresentou atividade máxima em pH 
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7 a 50ºC, sendo que sua atividade foi estimulada por íons de Mg2+ e Ca2+ e 

permanecendo estável em EDTA, Trixton-100, Tween 80 e Tween 20. 

Tabela 5. Os valores do índice enzimático para pectinases dos isolados de bactérias nos meios 
de cultivo contendo farinha de maracujá em diferentes condições de pH e temperatura. 

Isolado 

Índice Enzimático (IE) 

pH 5 pH 7 pH 8 

37°C 50°C 37°C 50°C 37°C 50°C 

Bacillus spp.       
N1 0,0 0,0 7,8 0,0 2,4 0,0 
N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

NC1 1,8 0,0 1,3 0,0 1,2 0,0 
NC3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC4 0,0 0,0 3,0 0,0 2,9 0,0 
NC7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
NC8 0,0 0,0 1,7 0,0 1,6 0,0 

Arthrobacter koreensis       
NC9 0,0 0,0 1,3 0,0 3,0 0,0 
NC10 0,0 0,0 0,0 0,0 0 0,0 

Staphylococcus epidermidis       
N2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Exiguobacterium sp.       
NC6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Pseudomonas stutzeri       
NC2 0,0 0,0 1,0 0,0 2,5 0,0 
NC5 0,0 0,0 1,9 0,0 3,0 0,0 

Fonte: Autoria própria, 2020.  

5.3 ATIVIDADE AMILOLÍTICA E PECTONOLÍTICA DO ISOLADO 

Bacillus sp. N1 

Na base dos dados da produção de amilases e pectinases por treze 

isolados analisados nesse estudo foi constatado que o isolado mais ativo foi o 

Bacillus sp. N1, o qual foi selecionado para um estudo mais detalhado sobre sua 

atividade enzimática em diferentes pHs e temperatura.  

 A tabela 6 e Figura 3 mostram atividade amilolítica do isolado Bacillus sp. 

N1. Atividade de amilases do sobrenadante livre de células obtido do cultivo em 

meio contendo amido foi mais alta em temperatura 37ºC e pH 6,0, com halo de 

hidrólise de 26,4 mm (Tabela 6). Em temperatura 50ºC o maior halo (18,6 mm) 

foi observado no pH 7.  

A atividade amilolítica do sobrenadante obtido do cultivo em meio 

contendo farinha de laranja (Figura 3) foi mais alta em pH 7,0 em ambas as 

temperaturas: 37ºC (26,0 mm) e 50ºC (24,1 mm). As amilases produzidas em 
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meio com farinha de maracujá apresentaram um maior halo de hidrolise (24,9 

mm) em pH 7,0 e 37ºC, enquanto em 50ºC foi possível notar que a atividade da 

enzima no mesmo pH foi mais baixa (19,2 mm). 

 De forma geral, a produção de amilases foi maior em meio com farinha de 

laranja e de maracujá em temperatura 37ºC em pH 7,0. Os valores obtidos para 

as farinhas de casca de frutas indicam sua viabilidade para produção amilases, 

oferecendo um substrato de baixo custo.  

Tabela 6. Atividade amilolítica do sobrenadante do isolado Bacillus sp. N1, cultivado nos meios 
com diferentes fontes de carbono e em diferentes condições de pH e temperatura. 

 
Halos de Hidrólise (mm) 

 Amido  Farinha de laranja Farinha de maracujá 

 37 ºC 50 ºC 37 ºC 50 ºC 37 ºC 50 ºC 

pH 5 12,7 14,1 0,0 0,0 0,0 16,8 

pH 6 26,4 12,6 25,6 21,0 21,4 0,0 

pH 7 23,2 18,6 26,0 24,1 24,9 19,2 

pH 8 20,8 0,0 23,3 0,0 20,7 0,0 

FONTE: Autoria própria, 2021.  

FOTO: Autoria própria, 2021. 

Nuraliyah (2017) analisou a produção de α-amilase por Bacillus sp. e 

observou que a maior atividade específica foi em pH 6,0 e temperatura 40ºC. 

Istia'nah et al. (2020) observou em seu trabalho a maior atividade de amilases 

produzidas por B. megaterium em 37ºC e pH 5,0. 

Algumas metodologias vêm sendo usadas para determinar condições 

ótimas para a produção de enzimas, Trentin et al. (2015) fez uso de 

planejamento estatístico de experimentos na determinação do pH e temperatura 

ótimos de α-amilase de B. licheniformis. Os autores relatam que a α- amilase 

produzida pelo isolado apresentou uma maior atividade enzimática (8,7 U/mL) e 

Figura 3. Atividade amilolítica em temperatura de 37ºC em diferentes pHs do sobrenadante do 
isolado Bacillus sp. N1 cultivado no meio contendo farinha de laranja.  As setas indicam o halo 

de hidrolise do amido. 
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estabilidade em temperatura acima de 60°C em uma ampla faixa de pH variando 

de 9 a 11. 

Coca (2019) realizou em seu estudo a otimização e caracterização de α-

amilases produzidas pelo isolado B. amyloliquefaciens. Foi observado que a 

maior produção de α-amilase ocorreu em temperatura de 30°C e pH inicial de 

6,5. Além disso, percebeu-se que a adição fécula de batata ao meio na 

concentração de 1% aumentou a produção em 72%. Ainda, a autora afirma que 

a adição do íon de cobalto na concentração de 10 mM provoca um aumento na 

atividade enzimática de 1.004%.  

Um estudo conduzido por Rachmania et al. (2019) avaliou a produção de 

amilases por Bacillus firmus KH.9.4. O isolado apresentou atividade ótima de α-

amilase após 15 horas de cultivo em meio líquido em pH 6 e temperatura de 

80ºC. 

A Tabela 7 e Figura 4 mostram atividade pectinolítica do isolado Bacillus 

sp. N1. A maior atividade do sobrenadante obtido do cultivo em meio contendo 

ácido péctico foi observado em pH 7,0 a 37ºC (halo de 59,9 mm) (Tabela 7). A 

farinha de maracujá mostrou-se melhor substrato para produção de pectinases 

comparando com farinha de laranja. Para o meio com farinha de maracujá 

maiores halos de hidrólise (48,4 mm) foram observados em pH 7,0 a 37ºC, 

enquanto para o meio com farinha de laranja os halos foram menores (23,4 mm), 

sendo que as amilases foram mais ativas em pH 8,0 a 37ºC. Em geral, a 

atividade de pectinases foi menor em 50ºC quando comparada com temperatura 

de 37ºC. 

O pH influência a produção de pectinases especificas, sendo que em pH 

5 é produzido pectina liase (PL) enquanto em pH 8 se tem poligalacturonase 

(PG) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). O ácido péctico proporcionou uma 

maior produção de PL como pode ser observado na tabela 7, enquanto a farinha 

de maracujá (Figura 4) aumentou a produção de PG quando comparado aos 

resultados obtidos em meio contendo ácido péctico. Sendo assim, pode-se dizer 

que a farinha de maracujá é uma fonte promissora para a produção de 

pectinases.  
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Tabela 7. Atividade pectinolítica do sobrenadante do isolado Bacillus sp. N1, cultivado nos 
meios com diferentes fontes de carbono e em diferentes condições de pH e temperatura. 

 
Halos de Hidrólise (mm) 

 Ácido péctico Farinha de laranja Farinha de maracujá 

 37 ºC 50 ºC 37 ºC 50 ºC 37 ºC 50 ºC 

pH 5 39,0 29,7 0,0 0,0 18,6 15,7 

pH 6 33,5 28,0 0,0 0,0 32,5 24,5 

pH 7 59,9 25,0 22,1 0,0 48,4 29,8 

pH 8 27,2 28,3 23,4 0,0 31,9 22,4 

FONTE: Autoria própria, 2021. 

FOTO: Autoria própria, 2021. 

Uzuner e Cekmecelioglu (2015) demostraram em seu estudo a produção 

de poligalacturonase (PG) pelo isolado B. subtilis, os resultados de otimização 

indicaram uma atividade máxima de PG de 5,60 U /mL −1 alcançada em pH 7 em 

temperatura de 30 ºC. Os resultados mostraram um aumento de 2,7 vezes na 

atividade enzimática usando casca de avelã como substrato. 

Por outro lado, o estudo de Kaur e Gupta (2017) avaliou a produção de 

pectinase e pectina liase por Bacillus subtilis SAV-21 isolado de frutas e vegetais. 

A maior produção de pectinase e pectina liase foi registrada na presença de uma 

combinação de casca de laranja e fibra de coco (4:1), com um teor de umidade 

de 60%, em temperatura 35ºC e pH 4.  

 Murugan et al. (2021) retrata em seus achados que a maior produção de 

pectinases por Bacillus sp. ocorreu em pH 7 em temperatura de 37°C, sendo que 

as melhores condições para atividade dessas enzimas foram pH 6 e temperatura 

de 40ºC. 

O processo de otimização de produção de pectinase realizado por Yu e 

Xu (2018) demostrou a atividade específica do isolado Bacillus sp. Zj1007 de 

Figura 4. Atividade pectinolítica em temperatura de 37oC em diferentes pHs do sobrenadante 
do isolado Bacillus sp. N1 cultivado no meio contendo farinha de maracujá.  As setas indicam o 

halo de hidrolise do ácido péctico. 
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110,47 U/mg, em pH 5,0 e em temperatura de 37ºC, mostrando também uma 

alta estabilidade térmica em 80 e 90ºC.  

Como foi exposto, vários estudos mostram a atividade amilolítica e 

pectinolítica de isolados pertencentes ao gênero Bacillus, bem como o uso de 

alguns substratos alternativos para produção dessas enzimas. Nosso estudo 

aponta que os isolados de bactérias marinhas, principalmente do gênero 

Bacillus, apresentam um potencial para produção de amilases e pectinases 

utilizando as farinhas de laranja e maracujá como fontes de carbono mais 

baratas. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Dentre os 13 isolados analisados, 4 isolados produziram amilases em meio 

contendo farinha de laranja e 3 isolados em meio com amido. A produção de 

pectinases foi observada para 7 isolados em meio com farinha de maracujá 

e para 6 isolados em meio com ácido péctico.  

2. O isolado Bacillus sp. N1 apresentou maior índice enzimático para amilases 

e pectinases em meios com diferentes fontes de carbono.  

3. O sobrenadante livre de células do isolado Bacillus sp. N1 apresentou halos 

de hidrólise de amido (25,0 a 26,4 mm) semelhantes para os cultivos em meio 

contendo amido, farinha de laranja e farinha de maracujá em temperatura de 

37ºC, pH 6 ou 7. Nessas condições atividade amilolítica foi mais alta. 

4. Com relação a atividade pectinolítica do isolado Bacillus sp. N1 foi observado 

que o sobrenadante obtido do cultivo em meios contendo ácido péctico e 

farinha de maracujá apresentaram maiores halos de hidrólise, 59,9 e 48,4 

mm, respectivamente, em 37ºC e pH 7.  

5. A atividade enzimática das amilases e pectinases testadas em temperatura 

de 50ºC foi inferior aos dados obtidos à 37ºC, demostrando que o aumento 

da temperatura não foi favorável para a atividade dessas enzimas. 

6. As farinhas de laranja e maracujá demonstraram ser boas fontes de carbono 

para a produção de amilases e pectinases por bactérias, que podem ser mais 

exploradas para diminuir os custos e otimizar a produção de enzimas.  
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