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ABSTRACT

Citrus juice for export has a slight bitter taste which is characteristic and
acceptable by the consumer but high levels of naringin reduce its quality and
commercial value. Naringin (a flavonoid linked to a rhamnose and glucose) is the
main bitter component of several citrus fruits. The reduction in bitterness may
be achieved by naringinase, an enzyme that degrades naringin. This study aimed
the production of naringinase of Aspergillus niger by fermentation of low-cost
substrates from agroindustry. The experiment was planned according to a 23
factorial design which included three replications at the center point having as
variables (g/L): naringin (0.20; 0.30 and 0.40); soy bean molasses (0.35; 1.05 and
1.75 of total sugars) and sugar cane molasses (0.35; 1.05 and 1.75 of total
sugars). Using the results of 144 hours of fermentation the statistical analysis and
predictions were carried out. The statistical analysis showed that the significant
variables for the production of naringinase were sugar cane molasses and soy
molasses, as long as naringin was used at its lowest concentration. The predictive
analysis showed a maximum value of 1.35U/mL could be achieved when naringin
(0.25g/L), sugar cane molasses (1.75g/L) and soy bean molasses (1.75g/L) were
used. When the validity test was carried out a value of 1.344 (99.3% of
prevision) was obtained.
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RESUMO

Sucos citricos concentrados, destinados a exportacdo, possuem um leve sabor
amargo caracteristico e aceitavel pelo consumidor, porém niveis elevados de
naringina os tornam excessivamente amargos, o que reduz a qualidade e o valor
comercial do produto. A naringina ( flavondide ligado a ramnose e glucose) é o
principal componente amargo de diversas frutas citricas. A redu¢dao do amargor
pode ser obtida pela naringinase, enzima que degrada a naringina. O presente
trabalho teve como objetivo produzir naringinase de Aspergillus niger 426 na
fermentagdo de substratos de baixo custo provenientes da agroindustria. O
experimento foi planejado segundo delineamento fatorial 23 incluindo trés
repeticdes do ponto central tendo como variaveis (g/L): naringina (0,20; 0,30 e
0,40), melago de soja e melago de cana (0,35; 1,05 e 1,75 de agucar total). As
andlises estatisticas e predigdes foram realizadas nos resultados dos ensaios de
144 horas de fermentagdo. Através da andlise estatistica verificou-se que as
variaveis significativas para a produ¢do de naringinase foram o melago de soja e
melaco de cana-de-agucar, desde que a naringina fosse utilizada na menor
concentragdo. A analise preditiva mostrou valor maximo de 1,35 U/mL poderia
ser alcangado com naringina (0,25g/L), melago de cana (1,75g/L) e melago de
soja (1,75g/L). Quando o teste de validagdo foi conduzido obteve-se 1,344U/mL
(99,3% da previsao).

Palavras Chave: Aspergillus niger; naringinase, ramnosidase, metodologia de
superficie de resposta
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INTRODUGCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de citricos, sendo a maior parte
exportada como suco concentrado. Na safra 2009/10, o Brasil exportou
para 70 paises enquanto que o consumo interno também vem crescendo
(LOPES et al.,, 2010). O suco concentrado traz um leve sabor amargo
caracteristico, porém o excesso de amargor reduz a qualidade e o valor
comercial. A Naringina é o principal flavondide que caracteriza o sabor
amargo nos sucos citricos (MONGKOLKUL et al., 2006).

Varios métodos para reduzir o amargor tém sido desenvolvidos em
escala laboratorial, porém apresentam desvantagens como perda da
acidez, do sabor, da docura e da turbidez (RIBEIRO; RIBEIRO, 2008). Uma
alternativa é o uso da naringinase, enzima responsdvel pela hidrélise da
naringina em compostos praticamente insipidos (PURI et al., 2005;
NOROUZIAN et al., 1999; PRAKASH; SINGHAL; KULKARNI, 2002).

A naringinase (EC 3.2.1.40) é um complexo enzimatico que apresenta
atividade de ramnosidase e glucosidase. Esta enzima tem-se tornado
biotecnologicamente importante nao somente devido ao potencial uso na
reducdo do sabor amargo dos sucos citricos, mas também na producdo de
importantes compostos de aplicacdo farmacéutica (BUSTO et al., 2007 e
RIBEIRO; RIBEIRO, 2008).

Diversos trabalhos sobre producdao de naringinase fungica tém sido
relatados, uma vez que, o cultivo desses micro-organismos é o processo
exequivel industrialmente de obtencdo dessa enzima. Aspergillus niger
além de ser um fungo classificado como GRAS (generally recognized as
safe) também se destaca por produzir uma variedade de compostos de
interesse, dentre os quais, a naringinase. Esse microrganismo mostrou ser
melhor induzido por naringina na comparagao com outros indutores como
hesperidina, naringenina, ramnose e rutina (KUMAR, 2010). Gonzdlez-
Vazques et. al. (2011) relataram o efeito de diferentes fontes de carbono
em cultivos de A. niger na producao de naringinase. Nesse aspecto, o
melago de cana favoreceu o crescimento do fungo e a adi¢gdao de naringina
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foi melhor que ramnose. Contudo Machado et. al (2010) demonstraram a
eficiéncia da adicdo do melago de cana quando em baixa concentracdo e
ndao recomendaram a adicao fracionada de naringina. Mendoza-Cal et. al
(2010) testaram a capacidade de doze linhagens de fungos filamentosos
em hidrolisar naringina em fermentacdao em estado sélido. Os autores
relataram que A. foetidus e A. niger alcangcaram valores de 80% de
hidrdlise de naringina presente na cultura. Assim a producao de
naringinase por fermentacdo flngica tem-se mostrado bastante
promissora, adicionando-se também a vantagem desses micro-organismos
crescerem, em substratos de baixos custos provenientes do setor
agroindustrial, como o melaco da cana, melaco de soja e o extrato de
levedura. Em cultivos de micro-organismos, o extrato de levedura é usado
como fonte de nitrogénio, pois contém aminoacidos livres (40%),
nucleotideos (5%) e peptideos (SILVA et al., 2009) enquanto que o melago
da cana contém grande concentracdo de sacarose (CARIOCA e LEAL,
2011)e por sua vez, o melago da soja contém sacarose (28%), estaquiose
(19%) e rafinose (10%) (SELLA et al., 2013).

O emprego da metodologia de planejamento fatorial tem sido
amplamente utilizado em pesquisas biotecnolégicas devido a crescente
necessidade da otimizacdao de produtos e processos, minimizando custos e
tempos, maximizando rendimento, produtividade e qualidade do produto.
Tal ferramenta associada as andlises de superficies de resposta fornece
informacdes seguras sobre o processo, substituindo as técnicas por
tentativa e erro (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Este trabalho, teve por finalidade, otimizar a produgao de naringinase
de A. niger, pelo uso de metodologia estatistica. Os resultados obtidos
foram avaliados por metodologia estatistica de superficie de resposta.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi usado Aspergillus niger 426 isolado de ameixa seca
pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL). Para a manutencdo e
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inéculo da cepa, foi usado o meio batata-dextrose-agar (BDA). Como
in6culo foi usado uma suspensdo de esporos de 10°/mL. Para a
fermentacdo foram utilizados os componentes apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Composicdo do meio de fermentacao

Componente Concentragao (g/L)

Extrato de Levedura 14,0

NaNO; 2,0

KH,PO, 1,0

KCl 0,5

MgS0O,4.7H,0 0,5

FGSO4.7H20 0,1
Naringina *
Melago de Soja *
Melaco de Cana *

*As concentragdes de naringina, melago de soja e melago de cana
foram definidas de acordo com o delineamento experimental

O melaco de cana foi doado pela COROL - Cooperativa Agropecudria de
Rolandia Ltda. (PR) e apresentou 41% de agucares totais. O melago de soja
foi doado pela IMCOPA — Importacdo, Exportacdo e Industria de Oleos S.A.
— Unidade de Cambe (PR) e apresentou 32% de aglcares totais.
Os componentes da Tabela 1 foram solubilizados em 4gua destilada nas
concentragdes indicadas. Aliquotas de 25mL da solucdo foram distribuidas
em frascos Erlenmeyers de 125mL de capacidade. Em seguida,
autoclavados a uma temperatura de 121°C por 20 minutos. Depois os
frascos foram estocados a 4°C para posterior utilizacdo. As fermentacdes
foram conduzidas em mesa rotatéria (shaker) sob agitacdo de 180rpm e
temperatura controlada a 28°C

O planejamento estatistico foi descrito seguindo-se um delineamento
fatorial do tipo 2°, com 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11
ensaios, As variaveis codificadas e originais estao apresentadas na Tabela 2
e a resposta obtida (Y) foi a atividade de naringinase.

Utilizou-se o programa Statistic 7.0 para realizar as analises referentes a
metodologia de superficie de resposta e analise de variancia (ANOVA).
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Também foram analisadas as diferencas entre as médias dos tratamentos
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2 Delineamento experimental para a producdo de naringinase.

Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Originais
X1 X2 X3 | Naringina (g.L) Soja(g.l') Cana(g.L?)
1 - - - 0,20 0,35 0,35
2 + - - 0,40 0,35 0,35
3 - + - 0,20 1,75 0,35
4 + + - 0,40 1,75 0,35
5 - B + 0,20 0,35 1,75
6 + - + 0,40 0,35 1,75
7 - + + 0,20 1,75 1,75
8 + + + 0,40 1,75 1,75
9 0 0 0 0,30 1,05 1,05
10 0 0 0 0,30 1,05 1,05
11 0 0 0 0,30 1,05 1,05

Apbs a execucdo do experimento e a coleta de dados, fez-se o ajuste de
uma equacao polinomial (Equacdo 1) para a estimativa da varidvel resposta.

Y= Bo + Bax1 + B 2Xy + BaXs + BaxiXa + B sXiXz + B eXaXs Equagdo (1)

Onde Y é a varidvel dependente, B o coeficiente de regressdo para cada
componente do modelo, x; a concentragdao de naringina, x, a concentragao
do melago de soja e x3 a concentracao do melago de cana.

A atividade da naringinase foi determinada segundo Davis (1947) e foi
definida 1U/mL como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar
lumol de naringina por minuto. Os agUcares totais foram determinados de
acordo com Dubois et al. (1956).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a produgao de naringinase, o presente trabalho testou
diferentes combinacdes das fontes de agucares e naringina. Um
delineamento fatorial completo 23 com dois niveis de variagdo (-1 e +1) foi
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realizado para definir os fatores estatisticamente significativos dentre as Tabela 4 Anilise de variancia (ANOVA) demonstrando os efeitos da concentragdo
fontes testadas: naringina (x;), melaco de soja (x,) e melaco de cana (x) de naringina, melago de soja e melago de cana na produg¢ao de naringinase.
(Tabela 2). Os valores obtidos de naringinase foram avaliados nos _Va'_"a"e's sQ 8L am F p valor
seguintes tempos de fermentacdo: 120, 144 e 168 horas. Os resultados (x1) Naringina 0,020100 1 0,20100 43,9507 0,02200
o (x2) Melaco Soja 0,283128 1 0,28313 619,085 0,00161
estao apresentados na Tabela 3.
(x3) Melaco cana 0,029646 1 0,29646 64,8239 0,01508
Tabela 3 Atividade de naringinase em 3 tempos de fermentagdo obtidos X1 by X, 0,006216 1 0,006216 13,5921 0,06633
. . . 3
a partir do delineamento fatorial 2° X1 by X3 0027028 1 0027028 59,0994  0,01650
, Naringinase (U/mL) X2 by X3 0010011 1 0,010011 21,8902  0,04277
Ensalos 120 (hs) 144 (hs) 168 (hs) Falta de ajust 0207596 2  0,103798 226,963  0,00439
1 0,503 0,663 0,833 alia ce ajuste ’ ’ ’ '
2 0,672 0,736 0,728 Erro puro 0,000915 2 0,000457
3 0,929 1,167 1,159 Total SQ 0,584640 10
4 1,089 1,126 1,299 * Variavel significativa (p<0,05)
5 0,706 0,973 0,704 - o e .
6 0,856 0,811 0,973 Tabela 5 Coeficientes de regressao e p-valor das varidveis do delineamento
7 1,295 1,333 1,424 Coeficiente de Regressao p valor*
8 0,920 1,062 1,287 Mean/Interc. 1,068000 0,000036
9 1,056 1,279 1,318 (x1) Naringina (g/L) -0,050125 0,022005
10 1,102 1,317 1,237 (x2) Melago Soja (g/L) 0,188125 0,001611
11 1,057 1,281 1,253 (x3) Melaco Cana (g/L) 0,060875 0,015078
Os maiores valores obtidos s3o aqueles do ensaio 7, assim o teste de x1 by X, -0,27875 0,066335
Tukey, utilizado para comparacdo das médias, foi realizado com os X1 by X3 -0,058125 0,016503
resultados da atividade enzimatica dos trés tempos de fermentacdo desse X2 by x3 -0,035375 0,042773
ensaio. O teste demonstrou que ndao houve diferenca significativa em nivel *Variavel significativa (p<0,05)

de 5% na producdao enzimatica entre os tempos de 144 e 168 horas.
Entretanto, ambos apresentaram diferenga do tempo de 120 horas. Desta
forma, a conducao das anadlises estatisticas subsequentes levou em
consideracio o tempo de 144 horas por apresentar os melhores resultados ~ Variancia, a interagdo de naringina (x;) com melago de soja (x,). O melago de
de produtividade da enzima. soja e o melago de cana (varidveis x, e X3 respectivamente) apresentaram

A andlise de variancia e o coeficiente de regressao evidenciam que houve
somente uma varidvel nao significativa no modelo em nivel de 5% de

A analise de variancia, elaborada a partir dos resultados de producao de efeito positivo, enquanto que a naringina (x;) apresentou efeito negativo
naringinase em 144 horas, esta apresentada na Tabela 4. para a producdo da enzima.

Os coeficientes de regressao de cada variavel estudada estao
apresentados na Tabela 5.

A equagao polinomial obtida através da analise estatistica dos dados
experimentais pode ser representada pela equagao 2.
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Y= 1,068 - 0,050X1 + O, 188X2 + 0,061X3 - 0,028X1X2 - 0,058X1X3 - 0,035X2X3
Equacao (2)

Em que Y representa respectivamente a resposta estimada de atividade
de naringinase em U/mL, x;, X, e X3 representam a concentragdo de
naringina (g/L), melago de soja (g/L) e melago de cana (g/L).

Os resultados podem ser representados pelo grafico de superficie de
resposta determinando melhores concentra¢cdes das varidveis para a
producao da naringinase.

Para a confeccao da superficie de resposta, a naringina (x,) foi fixada no
ponto -1 (0,20g/L), pois essa variavel apresentou-se com efeito negativo na
producdo da enzima (Figura 1).

Figura 1 Superficie de resposta resultante da influéncia da concentragdao de
aclcares do melago de soja e melago de cana(g/L) sobre a atividade de
nari=~i=---
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A analise do grafico da superficie de resposta mostrou que a maior
producao de naringinase foi obtida em cultivos que continham as maiores
concentracdes de agucares presentes no melago de cana e melago de soja.
Assim, a atividade maxima de naringinase foi de 1,333U/mL no ensaio 7,
que apresentava 0,20g/L de naringina; 1,75g/L de acgucares totais no
melaco de cana e 1,75g/L de acglcares totais no melaco de soja. Nessa
condicdo de cultivo, a fermentacdao foi satisfatéria pois o consumo de
acucares foi de 86,9% comparado com 95% de consumo de acgucares
obtido por Puri, Banerjee e Banerjee (2005).

Puri, Banerjee e Banerjee (2005) estudaram diferentes fontes de
carbono para aumentar a producdao de naringinase por fermentacao
submersa utilizando Aspergillus niger MTCC 1344. Seus estudos
demonstraram que a maior produgdo de naringinase (4,61U/mL) foi obtida
em cultivos que continham melaco de cana, apds 192 horas de
fermentacdo. Os resultados desses autores indicaram que o aumento da
producdo de naringinase foi estimulada até uma concentracdo maxima de
melaco de cana (4g/L). Entretanto, quantidades superiores de melaco de
cana, a produgcao enzimatica tende a ser inibida, pois Machado et al.
(2010) obtiveram maior producdo de naringinase, com melaco de cana em
3g/L e em 120 horas de fermentacdo.

Usando ainda o programa Statistic 7.0, procedeu-se a analise preditiva a
partir dos resultados experimentais. De acordo com esta, o valor maximo
previsto para a producdo de naringinase de 1,35U/mL, (Figura 2), foi com a
varidvel x; no nivel -0,5 (0,25g/L de naringina) e as varidveis x, e X3
estivessem no nivel +1 (1,75g/L de agucares totais no melago de soja e no
melaco de cana respectivamente).
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Figura 2 Predicdo para a producdo de naringinase a partir das seguintes DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, P. ; REBERS, P.A. ; SMITH, F. Colorimetric method for
concentrag6es:0,25g/L de naringina (X1), 1’75g/|_ de agucares totais de melaco de determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry, v. 28, n.3, p.350-356,
soja (x2) e 1,75g/L de agucares totais de melaco de cana (xs). 1956.

X1 Naringina X2 Melaco de Soja X3 Melaco de Cana GONZALEZ-VASQUEZ, R.; AZAOLA-ESPINOZA, A; OSORIO-REVILLA, G.; GALLARDO-VELAZQUEZ, T.;

CRUZ-VICTORIA, T.; ARANA-ERRASQUIN, R.; RIVERA-ESPINOZA, Y. The effect of different carbon
sources and salts in the production of naringinase by Aspergillus niger ATCC1015. Revista
Mexicana de Ingenieria Quimica v.10, n.1 p.1-8, 2011

2,2000 —r—r———r : :.

131497 F-F=g--l--F-+-1 F-4-4--F-1t=9--1 F-14--l--L=d~3 -] KUMAR, V.V. Comparative studies on inducers in the production of naringinase from Aspergillus
[ B -7 i 1 niger MTCC 1344. African Journal of Biotechnology. v. 9, p.7683-7686, 2010

ol 1 l | 1r 1 1 LOPES, F.F.L.; NEVES, M.F.; KALAKI, R.B.;TRONBIN, V.G.. O retrato da citricultura brasileira, 1°.
1 : I R edigdo. Ribeirdo Preto: MARKESTRAT, 2010.

20000 * _055 e —— +1 E— +1 MACHADO, R. A, M; BUZATO, J. B.; DIAS, C. D.; CELLIGOI, M. A. P.C. Naringinase production by
Aspergillus niger in the fermentation of different carbon and nitrogen sources. Biotechnology: an

Os cultivos (seis repeticdes) baseados nessa predicdo apresentaram Indian Journal, v. 4, p. 1-7, 2010.

uma producdo de naringinase no valor de 1,344 U/mL, caracterizando o
MENDOZA-CAL, A.; CUEVAS-GLORY, L.; LIZAMA-UE,G.; ORTIZ-VAZQUEZ, E. Naringinase

production from filamentous fungi using grapefruit rind in solid state fermentation. African
este modelo experimental. Journal of Microbiology Research, v.4,n.19,p.1964-1969, 2010

99,3% do valor previsto pela analise estatistica, validando desta forma,

Como conclusdo, a metodologia estatistica mostrou o ensaio 7, como a
MONGKOLKUL, P.; RODART, P.; PIPATTHIRTILORN, T. et al. Debittering of tangerine citrus

reticulata blanco juice by B-cyclodextrin polymer. Journal of Inclusion Phenomena and
predi¢cao, por sua vez, indicou uma elevagao de 1,3% na atividade de Macrocyclic Chemistry, v.56, p.167-170, 2006.

naringinase, com o aumento de naringina para 0,25g/L e manutencdo dos
valores para melaco de cana e melago de soja.

melhor condicdo de fermentacdo, dentre os parametros testados. A

NOROQUZIAN, D.; HOSSEINZADEH, A.; INANLOU, D. N. ; MOAZAMI, N. Various techniques used to
immobilize naringinase produced by Penicillium decombens PTCC 5248. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 15, p. 501-502, 1999.
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