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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Producio de poligalacturonase, pelo termofilico
Bacillus sp. e algumas de suas propriedades

Production of a polygalacturonase, by thermophilic Bacillus sp. and some properties of the enzyme

Carlos Alberto Martins CORDEIRO!, Meire Lelis Leal MARTINS™

Resumo

A produgdo de poligalacturonase pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2, cultivado em meio liquido contendo pectina citrica como tinica fonte
de carbono, alcangou a sua maxima atividade enzimatica em 30 horas, com niveis de 42 IU.mL. Entre as varias fontes organicas e inorgénicas
de nitrogénio testadas, o sulfato de amonio foi a que proporcionou maior atividade da poligalacturonase. O aumento da concentragdo da
pectina citrica, no meio de cultura, acima de 0,5% néo proporcionou um aumento da atividade da enzima. O microrganismo foi capaz de
utilizar uma variedade de fontes de carbono, mas a atividade da poligalacturonase variou com cada fonte. Pectina de maga foi a melhor fonte
de carbono para a secre¢do da poligalacturonase (56 IU.mL"), enquanto frutose e maltose ndo foram muito efetivas. Galactose, rafinose e
glicose inibiram a sintese da enzima. Estudos sobre a caracterizagao da poligalacturonase revelaram que a temperatura 6tima dessa enzima
foi 70 °C e que ela manteve 62 e 58% de sua atividade maxima quando incubada por 2 horas a 40 e 90 °C, respectivamente. O pH 6timo
para atividade da enzima foi 7,0. A enzima manteve 90 e 75% de sua atividade maxima quando incubada a pH 8,0 e 8,5, respectivamente,
por 24 horas, a temperatura ambiente. A atividade enzimatica foi estimulada pelos fons Mg** e Zn*". Por outro lado, foi inibida pelos ions
Cs™, Hg*?, Li*? e Sr*2

Palavras-chave: poligalacturonase; bactéria termofilica; Bacillus sp.

Abstract

Polygalacturonase production by thermophilic Bacillus sp strain SMIA-2 cultivated in liquid media containing citrus pectin as a carbon source
reached the maximum activity at 30 hour with levels of 42 IUmL"". Among the various organic and inorganic nitrogen sources, ammonium
sulphate was found to be the best for the enzyme secretion. An increase in the citrus pectin concentration in the medium of more than 0.5% did
not enhance enzyme synthesis. The microorganism was capable of utilizing a wide range of carbon sources, but the activity of poligalacturonase
varied depending on the carbon source. Apple’s pectin was the best carbon source in the present study for polygalacturonase secretion (56 IU.
mL™") while fructose and maltose were not very effective. Rafinose and glucose inhibited the enzyme synthesis. Studies on the polygalacturonase
characterization revealed that the optimum temperature of this enzyme was 70 °C and that it maintained 62 and 58% of its activity when incubated
at 40 °C and 90 °C for 2 hour, respectively. The optimum pH of the enzyme was found to be 7.0. The enzyme maintained 90% and 75% of its
maximal activity when incubated at pH 8.0 and 8.5 for 24 hour at room temperature, respectively. The enzyme activity was enhanced in the
presence of Mg** and Zn*". On the other hand, the activity was inhibited in the presence of Cs*?, Hg*?, Li** and Sr*2.

Keywords: polygalacturonase; thermophilic bacterium; Bacillus sp.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

Enzimas pectinoliticas sdo amplamente usadas em vérias
industrias. Na de alimentos, essas enzimas atuam na extragio,
despectinizagdo e clarificagdo de sucos de frutas (banana,
mamao, ma¢éd) e vinho, na extragido de 6leo vegetal, bem
como na producdo de alimentos para bebés (BUENROSTRO;
LOPES-MUNGUIA, 1986; GHILDYAL etal., 1981; GUPTA etal.,
2007; KASHYAP et al., 2001; NIGHOJKAR et al., 2006; USTOK;
TARI; GOGUS, 2007). Podem ser utilizadas também na industria
de fermentados, como, por exemplo, na fermentagdo do cacau,
café e do fumo, e na degomagem de fibras naturais (BRAVO et al.,
2000; FAWOLE; ODUNFA, 2003; GENARI, 1999).

As enzimas pécticas sdo classificadas em pectinesterase e
despolimerase, sendo que esta tiltima é subdividida em hidrolases
e liases. As poligalacturonases sao hidrolases que atuam mais em

pectato que em pectina e resultam em mono ou dissacarideos.
Quanto aos mecanismos de agio sobre o substrato, essas enzimas
sdo classificadas em dois grupos: endopoligalacturonase, que
promovem a hidrélise ao acaso da cadeia de pectato (endo-PG,
E.C.3.2.1.15), e exopoligalacturonase, que hidrolisam a cadeia
de pectato a partir da extremidade ndo redutora (exo-PG,
E.C.3.2.1.67) (KASHYAP et al., 2001; SAKAI et al., 1993).

Enzimas pectionoliticas podem ser sintetizadas por bacté-
rias, fungos e leveduras. A produgio de pectinases por microrga-
nismos é influenciada pelas condi¢des de cultivo, em particular,
pela composi¢do do meio de cultura, tipo e concentracido da
fonte de carbono, pH e temperatura do cultivo, além de outros
fatores (BRAVO etal., 2000; FREITAS, 1991). Assim, o primeiro
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passo para a utilizagdo industrial destas enzimas é a selecdo ou o
desenvolvimento de estirpes adequadas, seguida pela otimizagao
das condigdes de cultivo, ou seja, conhecer os diversos aspectos
que regulam a sintese e a atividade da enzima.

A maior parte das pesquisas envolvendo a produgao de pec-
tinases esta relacionada com microrganismos mesofilicos (CON-
TRERAS-ESQUIVEL; VOGET, 2004; FAWOLE; ODUNFA, 2003;
NITURE; PANT, 2004). Entretanto, enzimas de microrganismos
termofilicos tém recebido consideravel aten¢do da industria por
causa de suas caracteristicas especiais, como estabilidade térmica e
as altas mudangcas de pH. Por isso, podem ser usadas em diversos
processos industriais nos quais substituem as enzimas produzidas
por microrganismos mesofilicos ou produtos quimicos. As prin-
cipais vantagens do uso dessas enzimas em processos conduzidos
a altas temperaturas sdo: redu¢do do risco de contaminagio
microbiana; menor viscosidade — a maior parte dos reagentes
torna-se mais soluvel, difundindo-se mais rapidamente e, assim,
permitindo que concentra¢des maiores desses compostos possam
ser utilizadas —; aumento da taxa de transferéncia de massa e
da solubilidade dos substratos (AGUILAR, 1996; ARCHANA;
SATYANARAYANA, 1997; BRUINS; JANSSEN; BOOM, 2001;
HAKIL; RAKSHIT, 2003; LEE et al., 2001).

Apesar dessas vantagens que as enzimas termofilicas
oferecem para o uso rotineiro na industria, a aplicagdo bio-
tecnologica de microrganismos termofilicos tem sido muito
limitada até agora. As razdes para esta contradi¢do sdo muitas,
mas a principal delas esta relacionada com o escasso numero de
linhagens termofilicas para a pesquisa de enzimas termoestaveis
especificas, disponiveis em cole¢des. A maioria das bactérias
termofilicas investigadas pertence ao género Bacillus e foram
isoladas de ambientes termofilicos e mesofilicos (BRUINS;
JANSSEN; BOOM, 2001).

Considerando o exposto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a produg¢do de poligalacturonases por um
microrganismo termofilico, Bacillus sp. SMIA-2. O efeito da
temperatura, do pH e de alguns ions sobre a atividade e estabi-
lidade da enzima foram também investigados.

2 Material e métodos

2.1 Microrganismo e condigées da cultura

O microrganismo usado neste estudo foi uma bactéria
termofilica, Bacillus sp. cepa SMIA-2 (NUNES; MARTINS,
2001), previamente isolada de amostras de solo coletadas na
cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.
O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio conten-
do meio TSY (triptona 20 g.L-'; NaCl 10 g.L*}; extrato de
levedura 10 g.L™; agar 20 g.L™' e dgua 1 L), sob temperatura
de refrigeracdo. Para a produgido da poligalacturonase, o se-
guinte meio de cultura foi utilizado: Pectina citrica - 5,0 g;
NaH,PO,2H,0 - 1,56 g; NH,CI - 5,35 g; KCI - 0,745 g;
Na,SO,.10H,0 - 0,644 g; Acido citrico - 0,42 g; MgCl,.6H,0 -
0,25 g; CaCl, - 2,2x10” g; ZnO - 2,5 x 10 g; FeCL,.6H,0 -
2,7 x 10 g MnCL4H,0 - 1,0 x 102g; CuCL.2H,0 - 8,5 X
10 g; CoCL.6H,0 - 2,4 x 10°g NiCL.6H,0 - 2,5 x 10 g;
H,BO,- 3,0 X 10*ge Na, MoO, - 1,0 X 10~ g, dissolvidos em
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1 L de dgua destilada (EVANS; HERBERT; TEMPEST, 1970).
O pH foi ajustado para 7,5 com 1,0 M NaOH, e este meio foi
esterilizado em autoclave a 1212 °C por 15 minutos. A pectina
citrica foi esterilizada separadamente e adicionada asseptica-
mente ao meio de crescimento.

O indculo foi preparado semeando o microrganismo em
placas de petri contendo o meio TSY. As placas foram incubadas
em estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50 °C por 18 horas.
Apos este periodo, 10 mL do meio de crescimento foram
transferidos para as placas para ressuspender as células, que
foram posteriormente sugadas com o auxilio de uma pipeta
estéril. Estas células foram inoculadas em frascos erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL do respectivo meio de crescimento,
incubadas por mais 18 horas a 50 °C e posteriormente utilizadas
para inocular o meio de produgio.

O meio de produg¢io, inoculado com 1 mL de uma cultura
de véspera, foi incubado em um agitador Thermo Forma Orbital
Shaker (Ohio, USA),a 150 rpm em temperatura de 50 °C por
66 horas. Os experimentos foram realizados com trés repeti¢des,
sendo cada uma constituida por 50 mL de meio de cultura, em
erlenmeyer de 250 mL. A intervalos de tempo determinados,
foram retirados trés frascos para medida da densidade 6tica, a
470 nm (NUNES; MARTINS, 2001), que consistiu na utilizagdo
de um espectrofotémetro Hitachi modelo U-2000; pH e deter-
minac¢ao da atividade da enzima.

2.2 Ensaio enzimadtico

Para a remogao das células, o meio de cultura foi centri-
fugado a 4500 g por 15 min a 4 °C em uma centrifuga modelo
HERMLE Z 382 K (Wehingen, Alemanha) e o sobrenadante livre
de células, utilizado para dosagem da atividade da enzima. A
atividade enzimitica foi determinada em amostras em triplicata,
pela quantificacdo de agticares redutores (galacturonico) através
do método de Miller (1959).

Uma mistura contendo 0,2 mL da preparagido enzimatica
(sobrenadante livre de células) e 0,8 mL de solugdo de pectina
citrica a 0,5% dissolvida em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) foi
incubada a 70 °C por 10 minutos (SAKAI et al., 1993). Apos esse
periodo, a reagdo foi paralisada pela adigdo de 1,0 mL de acido
3,5-dinitrossalicilico (DNS) & mistura, que foi rapidamente res-
friada em agua gelada. Em seguida, esta mistura foi colocada em
agua em ebuli¢do por 10 minutos e resfriada em banho de gelo. A
coloragdo desenvolvida foi medida por meio de espectrofotdmetro
SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de
540 nm. O mesmo procedimento foi realizado com o controle,
exceto que o reagente de Miller foi adicionado juntamente com
a enzima a solugdo de pectina citrica 0,5%, e esta mistura foi co-
locada em agua em ebuli¢do como descrito anteriormente. Uma
unidade de poligalacturonase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 pmol de acido galacturénico
por minuto a partir da pectina citrica nas condi¢des do ensaio.

2.3 Efeito das condigoes de cultivo
sobre a atividade da enzima

As seguintes fontes de nitrogénio (1%): extrato de levedura,
extrato de carne, peptona, caseina, citrato de amonio, uréia,
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KNO,, (NH,),SO,,NH,Cl, (NH,),HPO,, NH NO,, foram acres-
cidas individualmente ao meio de cultura para avaliar o cres-
cimento do microrganismo e a atividade da poligalacturonase.
Além disso, vérias concentragdes de pectina citrica (0,05-1,0%)
foram utilizadas no meio para avaliar a atividade da enzima. A
influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento do micror-
ganismo e a atividade da poligalacturonase foram investigadas
substituindo a pectina citrica do meio de cultura pelas seguintes
fontes de carbono, a 0,5%: frutose, galactose, glicose, rafinose,
maltose e pectina de maga.

2.4 Caracterizagio parcial da enzima

Ao sobrenadante livre de células, foi adicionado o equiva-
lente a 60% de sulfato de amonio para a precipitacio proteica.
Apos esse procedimento, o material precipitado foi centri-
fugado a 20.600 g por 10 minutos a 4 °C. Ao precipitado, foi
adicionada uma quantidade minima de tampao fosfato para sua
ressuspensio, sendo novamente centrifugado em centricon de
30 a 20.600 g por 20 minutos a 4 °C e o filtrado utilizado para
dosagem da atividade da enzima.

Efeito da temperatura na atividade e
estabilidade da poligalacturonase

A determinac¢do da temperatura 6tima foi realizada
incubando-se a mistura de reagio (pH 7,0) a temperaturas que
variaram de 40 a 100 °C, com intervalos de 10 °C. Depois de
10 minutos de incubagdo, em cada temperatura, a atividade
enzimatica foi analisada.

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se a enzima
a temperaturas que variaram de 30 a 100 °C, com intervalos
de 10 °C. Ap6s duas horas de incubagdo, a atividade residual
foi analisada a temperatura 6tima da enzima, determinada
anteriormente.

Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da
poligalacturonase

A influéncia do pH sobre a atividade de poligalacturonase
foi avaliada na faixa de 5,0 a 10,0 com intervalo de 0,5 unidades.
Utilizou-se para o preparo do substrato uma mistura tamponan-
te contendo acetato de sddio (pH 5,0-5,5), fosfato (pH 6,0-8,0) e
tris (pH 8,5-10,0), na concentragao final de 50 mM. Os valores
de pH da mistura da rea¢éo foram ajustados com NaOH ou
HCI IN.

O pH é6timo foi determinado pela incubagio de 0,2 mL da
enzima e 0,8 mL de pectina citrica (0,5%) preparada em tampao
com diferentes valores de pH. Depois de incubagdo a 70 °C
por 10 minutos, foi analisada a atividade enzimatica conforme
descrita anteriormente.

A estabilidade da poligalacturonase sob diferentes valores
de pH foi avaliada incubando-se o extrato enzimdtico nos
tampdes anteriormente descritos, sem o substrato, por 2 horas
a temperatura ambiente. Apos este tratamento, a atividade re-
sidual da poligalacturonase foi determinada conforme descrita
anteriormente.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 29(1): 135-141, jan.-mar. 2009

Efeito de ions sobre a atividade da poligalacturonase

Para estudar o efeito de diferentes ions metdlicos na ativida-
de da poligalacturonase, foram adicionados & mistura de reagao
0s seguintes compostos, a uma concentragao final de 1 mM:
CaCl,, BaCl,, AgNO,, HgClL,, CuSO,, ZnSO,, CsCl, CoSO,,
NiCL, C,H O, Pb, FeSO,, MnSO,, MgSO,, SrCl, e LiSO,. A ati-
vidade enzimatica residual (%) foi determinada nas condi¢des
anteriormente descritas. Um controle (auséncia de metais) foi
considerado como 100% de atividade.

2.5 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicata, e os resul-
tados avaliados pela analise de varidncia (ANOVA) utilizando o
programa SAS. Os efeitos dos tratamentos foram comparados
pelo teste de Tukey.

3 Resultados e discussio

3.1 Crescimento do Bacillus sp. SMIA-2 e
produgdio da poligalacturonase

Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou poligalacturonase
quando cultivado no meio de cultura contendo pectina citrica
(0,5%) como tnica fonte de carbono (Figura 1). O crescimento
do microrganismo e a sintese da enzima foram iniciados ime-
diatamente ap6s a incubagdo do meio de cultura. A atividade
maxima da poligalacturonase foi observada ap6s 30 horas de
incubagdo da cultura, quando o crescimento do microrganismo
ja havia cessado. Subsequentemente, os niveis da enzima per-
maneceram mais ou menos os mesmos até 42 horas e, entéo,
cafram para aproximadamente 30 [IU.mL™ em 66 horas.

Durante as primeiras 6 horas de incubacdo da cultura, foi
observada uma queda do pH do meio de cultura de 6,87 para

O

E 2,0, E 50 7,10
§ g 7,05
= 1,50 § 40 ,

2 g 7,00
3 3 304 :

< 1,048 16,95 %
g | B20

S |3 6,90
0,5 5 .

2 o 107 6,85
T |z

goolg o v 1680
A £ 0 61218 24 30 36 42 48 54 60 66

Tempo (horas)

(a) Densidade da cultura (470 nm)
(») Atividade de poligalacturonase
(=) pH

Figura 1. Crescimento e atividade da poligalacturonase secretada por
Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em 0,5% de pectina citrica, a 50 °C.
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6,83. Essa queda inicial do pH do meio pode ser devido a pro-
dugédo de acidos durante a fermentagdo da fonte de carbono,
que ¢ mais intensa nesse periodo. Em seguida, o pH do meio
aumentou gradativamente para 7,08 depois de 36 horas de in-
cubagdo da cultura e permaneceu praticamente sem alteragoes
até 54 horas e, entdo, decresceu. A elevagdo do pH do meio
pode ser atribuida a utilizagdo dos 4cidos organicos ou produ-
¢do de componentes alcalinos durante esse periodo de tempo.
Segundo Ming Chu (1992), a acidifica¢do ou alcalinizagdo do
meio de cultura reflete o consumo de substrato. Quando ions
amonio estdo sendo utilizados, o meio torna-se mais acido e,
quando nitrogénio organico (aminoacidos e peptideos) esta
sendo assimilado, o meio torna-se mais alcalino. Devido a essa
relacdo entre a sintese de poligalacturonase e a utilizagdo de
compostos nitrogenados, a variacdo do pH pode ser utilizada
para fornecer informagdes importantes sobre a producio de
poligalacturonases, como o inicio e o final de sua sintese.

3.2 Influéncia da composicio do meio de cultura
sobre a atividade da poligalacturonase

Entre as varias fontes de nitrogénio que foram testadas, o
sulfato de aménio foi a que proporcionou maior atividade da
poligalacturonase (Tabela 1). Bons niveis de atividade enzima-
tica foram obtidos quando a peptona, citrato de amoénio e uréia
foram utilizados como fonte de nitrogénio. Esses resultados
contrastam com os encontrados por Kelly e Fogart (1978) para
0 Bacillus sp. RK9, em que niveis mais altos de atividade da
poligalacturonase foram encontrados para compostos nitro-
genados complexos, que produziram altos niveis de biomassa,
tais como extrato de levedura e peptona. De um modo geral, na
producio de enzimas em larga escala, ndo somente a fonte de
nitrogénio, mas seu preco deve ser considerado na sele¢do da
melhor fonte. Desta maneira, a utilizacido do sulfato de amonio,
além de proporcionar maiores atividades da poligalacturonase,
¢ uma fonte economicamente viavel.

Uma ascensdo do crescimento do microrganismo foi ob-
servada a medida que se aumentou a concentragdo da pectina
citrica no meio de cultura. Entretanto, em relacio a atividade

Tabela 1. Influéncia da fonte de nitrogénio sobre o crescimento de
Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade da poligalacturonase.

Fonte de nitrogénio  Atividade méxima da Densidade 6tica

enzima (IU.mL™) (470 nm)
Sulfato de amdnio 41,6 +2,654° 1,3 + 0,064
Nitrato de potassio 28,2 2,360 1,340,147
Nitrato de amonio 16,4 + 2,579%¢f 1,5 £ 0,009¢%¢
Fosfato de amodnio 15,5 & 2,441%¢f 1,4 +0,240%°

26,5 £ 1,604%4
14,9 £1,359¢¢

1,7 £0,103%¢
1,8 £0,183¢

Citrato de amonio

Cloreto de amoénio

Extrato de carne 10,6 = 0,560° 2,1 +£0,076>"
Extrato de levedura 19,7 +1,8120cdf 1,8 £0,204>bcd
Caseina 18,1 £ 6,344°4¢f 1,1 £0,034f
Uréia 25,3 £ 7,535b0de 1,5 £ 0,229¢d¢
Peptona 29,7 £2,517° 2,2+0,035*
Controle 19,7 £ 4,452b¢4f 1,2 £0,21194¢

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
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da poligalacturonase, a concentragao de 0,5% foi a que propor-
cionou maior atividade da enzima (Figura 2). Subsequentes
aumentos na concentra¢éo da pectina citrica no resultaram em
acréscimo consideravel na atividade da enzima, apesar do au-
mento observado no crescimento do microrganismo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Freitas (1991), que demonstrou
que a produgdo de poligalacturonase por Penicillium expansum,
inicialmente, cresceu com o aumento da concentragido de
pectina no meio, diminuindo em seguida, apesar de o fungo
continuar crescendo.

A atividade da poligalacturonase variou grandemente em
resposta a fonte de carbono utilizada no meio de cultura para
o crescimento do microrganismo. A atividade da poligalac-
turonase foi significativamente maior durante o crescimento
do microrganismo em pectina de maga, seguida pela pectina
citrica. Por outro lado, foi menor em galactose, rafinose e glicose
(Tabela 2). Resultados similares, mostrando um alto rendimento
de pectinases com polimeros de pectina comparados com agu-
cares simples tais como arabinose, glicose e galactose, foram
reportados por Said, Fonseca e Siessere (1991).

As fontes de carbono como a maltose, lactose, sacarose e
manitol nio foram efetivas na producéo de poligalacturonase
por Bacillus sp. Mg-cp-2. Além disso, neste mesmo microrganis-
mo, a produgdo de poligalacturonase foi inibida por raminose,
arabinose, glicose e galactose (KAPOOR et al., 2000).
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Figura 2. a) Influéncia da concentragdo da pectina citrica no meio
de cultura sobre a atividade da poligalacturonase e b) crescimento de
Bacillus sp. SMIA-2.
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3.3 Efeito da temperatura na atividade e
estabilidade da poligalacturonase

A atividade da poligalacturonase aumentou com a ele-
vagdo da temperatura, atingindo seu valor maximo a 70 °C
(32IU.mL™"), conforme mostrado na Figura 2. Nas temperaturas
de 40 e 90 °C, a enzima apresentou 62% e 58% de sua atividade
maxima, respectivamente. A poligalacturonase sintetizada por
Therrmoascus aurantiacus apresentou atividade 6tima a tempera-
tura de 65 °C. A temperatura de 70 °C, essa enzima manteve em
torno de 88% de sua atividade maxima (MARTINS et al., 2002).
Bacillus sp. MG-cp-2 (KAPOOR et al., 2000) e Bacillus
stearothermophilus (KARBASSI; VAUGHN, 1980) secretaram
poligalacturonases cuja temperatura 6tima para atividade da
enzima foi 60 e 70 °C, respectivamente.

A poligalacturonase secretada por Bacillus sp. SMIA-2
manteve em torno de 70% de sua atividade quando incubada a
70 °C por 2 horas e reduziu sua estabilidade com o aumento da
temperatura. A poligalacturonase produzida por Thermoascus
aurantiacus manteve 100% de sua atividade quando incubada a
60 °C por 2 horas. Entretanto, uma reducdo de 50% na atividade
desta enzima foi observada, ap6s a sua incubagédo a 70 °C por
2 horas (MARTINS et al., 2002).

3.4 Efeito do pH na atividade e estabilidade de
poligalacturonase

A poligalacturonase foi ativa em uma ampla faixa de pH,
apresentando maxima atividade (23 IU.mL™) em torno de
pH 7,0, como mostra a Figura 3. A atividade mais baixa da
enzima foi encontrada em pH 5,5 e 9,5, que foram os valores
mais extremos estudados. Resultados semelhantes foram en-
contrados por Soares, Silva e Gomes (1999), que investigaram o
efeito do pH na atividade de poligalacturonase de varias estirpes
de Bacillus sp. cultivado em fermentagao semissolida (SSF).
De acordo com estes autores, a maioria das estirpes estudadas
apresentou pH 6timo para a atividade de poligalacturonase
de 6,0. Apenas o Bacillus P4.3 apresentou pH dtimo entre 6,5
e 7,0. Kobayashi et al. (2001) encontraram para uma exopo-
ligalacturonase produzida por Bacillus sp. estirpe KSM-P576
valor de pH 6timo igual a 8,0, enquanto Kapoor et al. (2000)
encontraram um pH 6timo para a poligalacturonase produzida
por Bacillus sp. MG-cp-2 igual a 10 (Figura 4).

Em relacdo a estabilidade do pH, a poligalacturonase foi
estavel por 2 horas a valores de pH compreendidos entre 6,0-7,5.
Quando incubada a pH 8,0 e 8,5, a enzima manteve 90% e 75%

Tabela 2. Influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento de
Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade da poligalacturonase.

Fonte de carbono Atividade maxima da Densidade 6tica

enzima (IU.mL™) (470 nm)
Pectina de maga 56,1 £16,085% 1,3 £0,025*
Pectina citrica 38,5+ 3,303 1,5+ 0,206*
Frutose 25,4 +9,132¢ 1,1 £0,005°
Maltose 22,3 + 4,794 1,9 £0,005¢
Galactose 15,4 + 4,2274¢ 2,24+ 0,087¢
Rafinose 11,7 £2,323¢ 2,1+0,050°
Glicose 11,4 +1,142¢ 1,3+£0,277%

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
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de sua atividade, respectivamente. Uma exo-poligalacturonase
produzida por Bacillus sp. strain KSM-P576 foi estavel por 1 hora
avalores de pH compreendidos entre 6 e 12 (KOBAYASHI et al.,
2001). Ja a poligalacturonase produzida por Bacillus sp. MG-cp-2
foi estavel por 24 horas na faixa de pH de 7 a 12 retendo mais de
80% de sua atividade (KAPOOR et al., 2000).

3.5 Efeito de alguns ions metdlicos sobre
a atividade da poligalacturonase

A atividade da poligalacturonase foi estimulada pelos ions
Mg* e Zn** como mostrado na Figura 5. Por outro lado, foi
inibida pelos ions Cs*’, Hg*?, Li** e Sr*%. A poligalacturonase
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Figura 3. Temperatura 6tima e estabilidade térmica da poligalactu-
ronase secretada por Bacillus sp. SMIA-2, crescido em meio mineral
contendo 0,5% de pectina de magd por 48 horas a 50 °C (100% de
atividade = 32 ITU.mL™).
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Figura 4. Influéncia do pH sobre a atividade e estabilidade da poli-
galacturonase secretada por Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em meio
mineral contendo 0,5% de pectina de maga por 48 horas a 50 °C (100%
de atividade enzimdtica = 23 ITU.mL™).
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Figura 5. Efeito de diferentes ions metalicos na atividade da poli-
galacturonase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em meio mineral
contendo 0,5% de pectina de maga por 48 horas a 50 °C. O con-
trole (auséncia de metais) foi considerado como 100% da atividade
enzimatica = 18 [U.mL™".

secretada por Bacillus sp. KSM-P576 foi também estimulada
por Mg*. Na presenca deste ion, foi observado um aumento
de 160% na atividade da poligalacturonase. Por outro lado, os
ions Zn*?e Cu*?inibiram a atividade da enzima em 94 e 69%
respectivamente (KOBAYASHI et al., 2001).

O Mg* também estimulou a atividade da poligalacturonase
produzida por Aspergillus carbonarius (DEVI; RAO, 1996),
mas inibiu a atividade da poligalacturonase produzida por
Bacillus sp. RK9 (KELLY; FOGARTY, 1978). Em Bacillus sp.
MG-cp-2, osions Ca*?,Ba*?, Co*? e Li**estimularam a atividade
da poligalacturonase, enquanto os ions Mn**, Hg**e C, H O,Pb
inibiram a sua atividade (KAPOOR et al., 2000). De acordo
como Tomazic (1991), a estabilizagdo de algumas enzimas pode
ser induzida por aditivos ndo proteicos, principalmente ions
bivalentes como Ca*?, Mn*?, Zn*?e Mg*. Esses fons, usados em
baixas concentragdes, podem favorecer a estrutura terciaria da
proteina promovendo a formagdo de ligagdes cruzadas, que
conferem a ela uma maior estabilidade.

4 Conclusoes

A maior atividade da poligalacturonase (56 IU.mL™), secre-
tada por Bacillus sp SMIA-2, é obtida quando este é cultivado
em um meio contendo 0,5% de pectina de ma¢a como fonte de
carbono e 1% de sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio.

A temperatura e o pH 6timos para a atividade da poliga-
lacturonase foram 70 °C e 7,0, respectivamente. A atividade
enzimdtica é estimulada pelos ions Mg** e Zn** e inibida pelos
ions Cs*?, Hg*?, Li*? e Sr*2
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