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RESUMO

Poligalacturonases pertencem a familia das pectinases, enzimas de grande demanda na industria de alimentos,
devido a suas mais diversas aplicagdes. Neste contexto, este trabalho teve como foco estudar a producdo de
poligalacturonase usando uma linhagem termofilica de Bacillus sp por fermentagao submersa. O meio de cultura
foi preparado usando 0,5% pectina citrica/ pectina de maga suplementado com adgua de maceracgdo de milho, cuja
concentracdo foi variada de acordo com os seguintes valores: 0,2; 0,3 ¢ 0,5%. Os experimentos foram
conduzidos em escala de bancada, usando um Shaker rotatorio a temperatura de 50°C, pH constante de 7,5 e 150
rpm. A producdo da enzima foi avaliada em fun¢do da atividade enzimatica d extratos brutos do caldo de
fermentagdo ao final do processo. Conseqiientemente, os resultados revelaram que a produgdo de
poligalacturonase atingiu seus valores maximos as 36 horas de fermentacdo, alcancando niveis de 39 U/mL,
sugerindo que a produgdo desta enzima foi parcialmente associada ao crescimento.

Palavra chave: poligalacturonase, Bacillus sp., termofilico, fermentagdo submersa
ABSTRACT

Poligalacturonases belong to the pectinases family, which presents several applications at industrial scale. In this
context, the poligalacturonase production using a thermophilic lineage of Bacillus sp for fermentation submerged
was studied. The culture medium was prepared using 0,5% citric pectin/ pectin of apple supplemented with corn
steep liquor, whose concentration was varied according to the following values: 0.2, 0.3 and 0.5%. The
experiments were carried out at laboratory scale, using Shaker flask, at 50°C, 150 rpm and constant pH of 7.5.
The enzyme production was measured as a function of the enzymatic activity of the fermentation broth extracts.
Consequently, the results revealed that the culture medium affected both, cell growth and enzyme production.
The poligalacturonase production reached its maximum value at the 36 hours of fermentation, reaching levels of
39 U/mL, suggesting that the production of this enzyme was partially associated to the growth.
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1. Introducao

Pectinases foram as primeiras enzimas a serem usadas na industria. Sua aplicagdo comercial foi
observada em 1930 para a preparacdo de vinhos e sucos de frutas. Porém, apenas na década de 1960, a
composi¢do quimica dos tecidos de plantas ficou esclarecida e com esse conhecimento, cientistas comegaram a
estudar e aplicar essas enzimas com maior eficiéncia. Como resultado, pectinases sdo hoje as enzimas que mais
crescem no setor comercial, sendo produzidas principalmente por bactérias, fungos e leveduras (Carvalho,
2007).

As pectinases sdo responsaveis pela degradagdo de pectina, uma molécula complexa, constituida
basicamente por polissacarideos estruturais parcialmente metoxilados, os quais estdo presentes em todos os
tecidos vegetais jovens. Atualmente estas enzimas possuem varias aplicagdes biotecnoldgicas sendo
consideradas como destaque no setor industrial. Assim, encontram aplica¢do na extragdo e clarificagdo de sucos
de frutas e vinhos, na extragdo de Oleos essenciais, na producdo de alimentos para recém-nascidos, na
fermentagdo do café e cacau, além de outras, como na industria téxtil, especialmente no tratamento de fibras
como o linho e o ramie (Malvessi e Silveira, 2004).

Por sua vez, a pectina desmetoxilada ¢ chamada 4acido poligalacturénico ou 4acido péctico.
Microrganismos podem degradar a pectina diretamente, por clivagem em oligdmeros metoxilados, ou apos
desmetoxilacdo da pectina, ou mesmo, pela acdo da enzima pectinaestarese (EC 3.1.1.11). A clivagem direta da
pectina ou do acido poligalacturdnico pode ocorrer por hidrélise ou acdo transeliminativa (Tardy et al., 1997).

A classificacdo das enzimas pécticas envolve dois grupos, a saber: a) aquelas que promovem a
despolimeriza¢do das ligacdes glicosidicas do polimero péctico por hidrdlises (hidrolases) ou por agio
transliminativa (liases), e b) as que promovem a saponificacdo das substincias pécticas (pectinaesterases)
conforme apresentado na Figura 1. As hidrolases sdo denominadas poligalacturonases e sdo subdivididas, quanto
ao mecanismo de acdo sobre a cadeia de pectato, em endopoligalacturonases (endo-PG) ou poli (a-1,4-D-
galacturonato) glicano-hidrolase (EC 3. 2.1.15), as quais produzem uma série de oligogalacturonatos, tais como,
mono, di, tri, ¢ os tetragalacturonatos e exopoligalacturonases (exo-PG), classificadas como poli (a-1,4-D-
galacturonato) galacturono-hidrolase (EC 3. 2.1.87) que atuam nas extremidades da cadeia de pectato (Sakai et
al., 1993).

Comparativamente com outras enzimas, poucos trabalhos tém sido reportados sobre a producdo de
pectinases por via biotecnologica. Embora seja conhecido que sua producdo por microrganismos ¢ influenciada
pelas condigdes de fermentacdo ¢ em particular pela composi¢ao do meio de cultura, certamente a escolha de
linhagens apropriadas constitui uma questdo importante. Desta forma, destaque deve-se dar a busca por
microorganismos altamente produtores, entre os quais, os termofilicos resultam muito atrativos. Quando esses
critérios sdo alcangados, tem-se uma melhor produgdo enzimatica. Neste contexto, nas ultimas décadas tem-se
observado uma crescente utilizacdo de residuos agroindustriais, devido a incessante demanda de encontrar
aplicagodes alternativas destes residuos visando, ndo apenas a redug@o dos custos de producdo, como também o
desenvolvimento de processos mais amigaveis com o meio ambiente. Assim por exemplo, a 4gua de maceragao
de milho, gerada como um subproduto da produgdo de amido de milho, resulta um substrato atrativo para a
produgdo de pectinases por fermentagdo, que tem sido usada como uma fonte barata de nutrientes microbianos
essenciais para uma variedade de propdsitos, desde que, constitui uma rica fonte em carboidratos, aminoacidos,
peptideos, minerais, metais, vitaminas e fosfato (Rivas et al., 2004).
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Figura 1. Ilustragdo do modo de agdo enzimatica das pectinases sobre uma molécula de pectina (Uenojo
et al., 2006): polimetilgalacturonato liase = (PMGL); polimetilgalacturonase  (PMG);
polimetilgalacturonato esterase ou pectina esterase (PMGE); poligalacturonato liase ou pectato liase
(PGL) e poligalacturonase (PG).

Este manuscrito, na busca por avaliar novas linhagens de cepas produtoras de pectinases, aborda o
estudo da produgdo de poligalacturonase usando Bacillus sp SMIA-2, uma linhagem termofilica isolada de solos
da regido Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, e razdes diferentes de pectina citrica/ pectina de maga
suplementado com agua de maceracdo de milho como substratos, visando a obtengdo de uma enzima termofilica
que possa atender as mais diversas exigéncias operacionais na industria de alimentos.

2. Material e Métodos
2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi Bacillus sp SMIA-2, uma bactéria termofilica, isolada no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) a partir de amostras de solo do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ (Nunes ¢ Martins, 2001). O
microorganismo foi conservado em meio TSY a 4°C.

2.2. Preparacio do meio de cultura e condi¢des de fermentacao

O meio de cultura utilizado para a produgdo da poligalacturonase foi (g/L): pectina (maga ou citrica) -
0,5%, peptona — 0,1g; KCI - 0,03g, K,HPO, - 0,09g, MgSO, - 0,05g, CaCl, - 0,03g, ZnO — 2,5x10-3;
FeCl5.6H,0 - 2,7x10”%; MnCl,.4H,0 — 1,0x 10?; CuCl,.2H,0 — 8,5x10™*; CoCl,.6H,0 — 2,4x107; NiCl;.6H,0 —
2,5x10™* H;BO; — 3,0x10™ e Na,MoO, — 1,0x10'3). O meio foi suplementado individualmente com agua de
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maceracdo de milho nas concentragdes de 0,2%, 0,3% e 0,5%. O pH final do meio foi ajustado para 7,5 com
NaOH e posteriormente esterelizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Uma vez preparado o meio de cultura, este foi inoculado com uma razao de 10% em rela¢do ao volume
total. Os experimentos foram realizados em triplicata, em frascos Erlenmayers de 250mL, usando um Shaker
orbital (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, USA) a 150 rpm ¢ a temperatura de 50°C.

3. Métodos analiticos
3.1. Determinac¢ao do Crescimento Celular

O crescimento celular foi determinado em fungdo da densidade otica & 600 nm, utilizando um
espectrofotdmetro Hitachi modelo UVmini -1240 (Kyoto, Japao).

3.2. Ensaio enzimatico

O meio de cultura foi centrifugado a 4500 g por 15 min a 4°C em uma centrifuga modelo HERMLE Z
382 K, ¢ o sobrenadante livre de células utilizado para dosagem da atividade da enzima. A atividade da
poligalacturonase foi determinada em triplicata nos filtrados da cultura, incubando 0,2 ml da enzima bruta com
0,8 ml de solucdo de pectina citrica a 0,5% dissolvida em tampao Glicina-NaOH (50 mM, pH 10,0) a 70 °C por
10 minutos [Soares et al., 1999]. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 1,0 ml de acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS) a mistura. Em seguida, esta mistura foi colocada em agua em ebuli¢do por 10 minutos e resfriada em
banho de gelo [Miller, 1959]. A coloragdo desenvolvida foi medida por meio de espectrofotometro SHIMADZU
UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de 540 nm. O mesmo procedimento foi realizado com o
controle, exceto para o reagente de Miller (DNS), que foi adicionado juntamente com o sobrenadante ¢ a solugéo
de pectina citrica 0,5%, e esta mistura foi colocada em agua em ebuli¢do, como descrito anteriormente. Uma
unidade de poligalacturonase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de
acido galacturdnico por minuto a partir da pectina nas condi¢des do ensaio.

4. Resultados e Discussao

Os resultados (Figura 2) revelaram que as condigdes de fermentacdo que favoreceram o crescimento
celular foram diferentes das que propiciaram um maior rendimento de poligalacturonase, isto €, foi observado
que o aumento da concentracdo da dgua de maceragdo de milho para valores acima de 0,3% ndo estimularam o
crescimento microbiano, quando pectina de mag¢a foi empregada. Por outro lado, quando a pectina citrica foi
empregada em combinagdo com a agua de maceragdo de milho, observou-se uma diminui¢do acentuada do
crescimento celular. Desta forma, o crescimento celular apresentou seu valor mais baixo em termos de densidade
Otica, enquanto nesta mesma condicdo, a producdo de pectinase atingiu seu valor mais alto em termos de
atividade enzimatica do extrato bruto (Figura 2a e 2b) mantendo o pH final do caldo de fermentagéo,
aproximadamente constante, na faixa de 9 a 9,5. Provavelmente, isto sugere que se trate de uma enzima,
poligalacturonase alcalina. Estas enzimas alcalinas sdo utilizadas, principalmente, no descolamento e
maceramento de fibras e no pré-tratamento de dgua eliminada da industria de sucos de frutas. Estas enzimas
vém, majoritariamente, de fontes bacterianas (Kashyap et al., 2001).
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Figura 2. a) Efeito da concentragdo da Agua de Maceragdo de Milho no crescimento e atividade da
poligalacturonase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado a 50° C por 36h. b) Atividade enzimatica em meio
contendo pectina citrica e de maca. c) Influéncia do pH. Simbolos: m- pectina citrica; o- pectina de maga
(ambas com uma concentragao constante de 0,5%).

Estes resultados podem ser mais claramente entendidos ao se analisar a cinética de crescimento celular e
de formagdo de produto simultaneamente (Figura 3). Desta forma, o perfil de sintese da enzima mostra que ao
cabo das seis primeiras horas de fermentacdo os valores de atividade enzimatica foram da ordem de 20 U/mL.
No entanto, os valores maximos foram alcangados apds 36 horas de cultura (39 U/mL), quando o microrganismo
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jé havia atingido a fase de crescimento estacionaria. Resultados similares foram reportados por Sharma e
Satyanarayana (2006) os quais avaliaram o efeito de diversos pardmetros fisico-quimicos na producdo de
pectinase usando Bacillus pumilus. Estes autores observaram um incremento linear na produgdo de pectinase
quando a razdo C:N foi reduzida ou quando o pH foi incrementado. Desta forma a producdo de enzima foi
maxima ao cabo de 40 h quando os experimentos foram conduzidos em Shaker.
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Figura 3. Crescimento e atividade de poligalacturonase de Bacillus sp. SMIA-2 em funcdo do tempo de
fermentacdo a temperatura de 50°C e 150 rpm. Simbolos: ¢- Crescimento celular (D.0.600nm) ¢ m-
Atividade enzimatica (U/mL).

5. Conclusao

O meio de cultura usado a base de pectina citrica ou mag¢ad, em combinagdo com dgua de maceracdo de
milho influenciaram, ambos, o crescimento celular e conseqiientemente a produgdo de pectinase. Desta forma, os
resultados revelaram que os maiores rendimentos de pectinase produzida foram alcangados quando a razdo C:N
foi menor. Atualmente, estudos estdo sendo conduzidos visando a otimizagdo de condi¢des de fermentagdo para
obter maiores concentragcdes desta enzima, assim como, para caracterizar do ponto de vista enzimatico suas
propriedades bioquimicas.
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