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Naringinase de Aspergillus niger: Otimizacao da producio por
metodologia de superficie de resposta e uso do ultrassom para extrac¢ao

Nariginase of Aspergillus niger: Production optimization by response
surface methodology and utilisation of ultrasound for extraction

Cristiani Barros da Silva Rosa'; Dionisio Borsato?; Jodo Batista Buzato**; Maria
Antonia Pedrine Colabone Celligoi*

Resumo

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranja e de suco concentrado destinado a exporta¢do. Sucos
citricos concentrados para exportagdo com niveis elevados de naringina sdo excessivamente amargos,
o que reduz a qualidade e o valor comercial do produto. A redugdo do amargor pode ser obtida pela
naringinase, um complexo enzimatico que degrada a naringina. Neste trabalho Aspergillus niger 426
foi usado como produtor de naringinase utilizando matérias-prima da agroindistria, melago como
fonte de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Naringina foi usada como indutor.
Dentre as cinco fontes de nitrogénio pesquisadas, extrato de levedura apresentou o melhor resultado
de 225,6 mU/mL de naringinase em 120 horas de cultivo. Para otimizagido da produgdo de naringinase,
foi aplicada a metodologia de superficie de resposta, com planejamento fatorial incompleto 22, obtendo
354,26 mU/mL de atividade de naringinase, tendo como variaveis independentes o extrato de levedura
(14,0g/L) e naringina (0,2g/L). Quando aplicadas ondas de ultrassom com intensidade de 20 kHz por
2 minutos na cultura, a atividade de naringinase atingiu o valor maximo de 473,6 mU/mL. Assim, a
naringinase, enzima de grande potencial de aplicagdo biotecnoldgica, teve a produgdo aumentada pelo
uso do planejamento estatistico e ultrassom.

Palavras-chave: Naringinase, melago, metodologia de superficie de resposta, Aspergillus niger

Abstract

Brazil is the world’s largest producer of orange and concentrated juice for export. Concentrated juice
with high levels of naringin has excessive bitterness, which reduces the quality and value on the market.
The debittering can be obtained by using naringinase, an enzymatic complex that degrades naringin.
This study reports the production of naringinase by Aspergillus niger 426 utilizing both sugar cane
molasses as carbon source and yeast extract as nitrogen source. Naringin was used as inducer. Five
nitrogen sources were studied and yeast extract was found as the best one as 225.6 mU/mL of naringinase
activity at 120 hours of fermentation was achivied. For optimization of naringinase production it
was applied response-surface methodology, with 2? incomplete factorial design. An activity value of
354.26 mU/mL of naringinase was achivied when as independent variables yeast extract (14.0g/L) and
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naringin (0.2g/L) were used. When applied ultrasound waves at 20 kHz of intensity for 2 minutes in the
fermented broth, the activity reached the highest value of 473.6 mU/mL. Thus, naringinase, this enzyme
of great potential for biotechnological applications, has its production increased by using statistical

design and ultrasound.

Key words: Naringinase, molasses, Aspergillus niger, response-surface methodology

Introducio

Frutas citricas, especialmente a laranja, sdo as
mais produzidas no mundo e o Brasil é o maior
produtor de suco concentrado destinado a exportacao.
(FELISMINO, 2009). Sucos citricos concentrados
com niveis elevados de naringina, flavonoide
responsavel pelo amargor caracteristico do suco, sdo
excessivamente amargos, o que reduz a qualidade e
o valor comercial do produto. Diversas tecnologias
tém sido propostas para remog¢do do amargor, mas
estas alteram as caracteristicas organolépticas dos
sucos e assim tém aplicacdo limitada. (RIBEIRO;
RIBEIRO; 2008). Entretanto, destaca-se a técnica
enzimatica para a remocdo do amargor, pela
adicdo de naringinase ao processamento da
fruta. Naringinase ¢ um complexo enzimatico
constituido de o-L-raminosidase (EC 3.2.1.40) e
B-D-glucosidade (EC 3.2.1.21), que hidrolisa a
naringina em naringinina, glucose e raminose. Além
do interesse na industria citrica, a naringinase tem
potencial de aplicacdo na industria farmacéutica,
na produgdo de anti-inflamatorios (RIBEIRO, et
al., 2008), e quimica na producao de biosurfatantes.
(SAERENS; BOGAERT; SOETAERT, 2009). A
producao de naringinase por fermentagdo fingica ¢
de interesse devido a possibilidade de utilizacdo de
substratos da agroindustria, como o melago, peptona
de soja e extrato de levedura que sdo de baixo custo
e grande disponibilidade no Brasil. Aspergillus
niger destaca-se por ser um fungo GRAS e produzir
uma variedade de enzimas. (SCHUSTER; DUNN-
COLEMAN; FRISVAD, 2002).

Na produgdo de enzimas por A. niger, a
de
uma ferramenta 1til,

metodologia de superficie resposta tem

demonstrado  ser pois
possibilita, com numero reduzido de experimentos,

estabelecer a concentracdo 6tima de cada variavel

significativa e assim estabelecer uma condi¢ao
otimizada de producdo. (XU, et al., 2008; GE;
QUIAN; ZANG, 2008).

O uso de ultrassom na extragdo de produtos
microbianos vem se destacando por ser tecnologia
destituida de geracdo de subprodutos (ROKHINA;
LENS; VIRKUTITE, 2009; CHISTI, 2003),
apresentar baixo custo de operacdao e ndo requerer
equipamento sofisticado ou treinamento técnico
extensivo.

O objetivo deste trabalho foi produzir naringinase
por A. niger em fermentacao submersa com o auxilio
de metodologia de superficie de resposta e utilizar o
uso do ultrassom para sua extracao.

Materiais e Métodos
Micro-organismo

Aspergillus niger 426, isolado de ameixa seca
pelo ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos),
identificado e cedido gentilmente pela Professora
Maria Helena Fungaro, do Departamento de
Biologia Geral do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Melaco de cana-de-acucar

Foi utilizado melago de cana-de-acucar safra
2003 procedente da Usina de Actcar e Alcool da
COROL (Cooperativa Agropecudria Rolandia
Ltda.), localizada na regido Norte do Parand. A
matéria prima continha, em média, 60% de aglicares
totais.
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Fermentacdo

Os
triplicatas, foram conduzidos tendo pH inicial dos

cultivos em Dbatelada, realizados em
meios ajustados para 4,5; distribuidos em frascos
erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio
esterilizado, inoculados com 6x10%sporos/mL,
com agitacdo (180rpm) a 28°C. A fermentagdo
foi interrompida com a retirada dos frascos, nos
tempos de 96, 120 e 144 horas, para realizagdo das

determinacOes analiticas.

Meio basal: A composicao do meio foi (g/L):
KH,PO, 1,0; KCI 0,5; MgSO,.7H,0 0,5; FeCl, 0,1;
melaco 3,0 e naringina 0,5. (MACHADO et al.
2010).

Meios com varia¢do da fonte de nitrogénio:
O experimento que investigou a melhor fonte
de nitrogénio para a produgcdo de naringinase
por A.niger 426 analisou diferentes fontes de
nitrogénios, incluindo peptona, peptona soja, extrato
de levedura, NaNO, e prolina na concentra¢do de
10,0 g/L, adicionado ao meio basal.

Os
experimentos para a escolha do melhor meio de
cultivo para a produgdo de naringinase foram
realizados segundo os principios da metodologia
de superficie de resposta, tendo como variaveis
independentes as concentragcdes de extrato de
levedura, selecionado como fonte de nitrogénio e
naringina como indutor no meio de fermentagao.

Meio para producdo de naringinase:

Sonicacdo dos cultivos

Airradiagdoultrassonicados cultivos foirealizada
com aparelho Ultrasonic Processor 20kHz, modelo
GE 130PB/70W da Sonics and Materials, equipado
com guia de onda tipo sonda de 9,5mm de diametro.
A poténcia acustica foi controlada manualmente
abaixo de 40W, sendo o guia de onda imerso numa
profundidade de 2cm em 50ml da cultura, com
irradiacao continua. O meio de cultivo otimizado,
realizado em triplicata, foi retirado do shaquer para
interrupcao da fermentagdo no tempo de 120 horas

e irradiado nos tempos de 0,5; 1; 2 ¢ 3 minutos, em
seguida foi retirada uma amostra. centrifugada a
13400rpm por 15min sob refrigeracdo (4°C) para
posterior analise do sobrenadante.

Determinacoes Analiticas
Determinacgdo da biomassa

A biomassa foi determinada, ao término de
cultivo, por gravimetria. Procedeu-se a filtragem
do fermentado e posterior secagem a 80°C até peso
constante.

Determinacado dos acucares totais

Os agucares totais foram determinados pelo
método do Fenol Sulftrico. (DUBOIS, et al., 1956).
A curva padrdo foi elaborada utilizando solugdo
padrdo de glucose em concentragdes variando de 20
a 100pg/mL por meio de leituras das absorbancias
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
490nm.

Determinagdo da atividade de naringinase

A atividade da naringinase foi determinada
segundo uma adaptacdo do Método de Davis.
(DAVIS, 1947). A mistura de reacdo foi composta
de 0,8mL de naringina, dissolvida em tubo de ensaio
previamente contendo 0,5mL de tampao acetato de
sodio 0,1M (pH 4,0) e 0,ImL de sobrenadante do
cultivo. O branco teve a composi¢ao de 0,8SmL de
agua destilada e 0,6mL do mesmo tampao. Essas
misturas foram incubadas a 50°C por uma hora.
Foi retirada uma aliquota de 0,ImL, em tubos de
ensaio contendo 3mL de dietilenoglicol 90% (v/v).
Por ultimo, foi adicionado 0,ImL de NaOH 4N.
Os tubos ficaram em repouso por 20 minutos em
temperatura ambiente para o desenvolvimento de
cor lida em 420nm.

Os resultados de atividade enzimatica foram
expressos em mU/mL, considerando uma unidade
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de atividade de naringinase como a quantidade
de enzima necessaria para hidrolisar lpmol de
naringina por minuto sob as condigdes descritas.
Foi realizada uma curva padréo utilizando naringina
em concentragdes variando de 0,2 a 1,0g/L.

Delineamento estatistico

Foi empregado um delineamento composto
central rotacional (BARROS; SCARMINIO;
BRUNS, 2001), com dois niveis equidistantes
de variacdo, codificados em -1 ¢ +1; dois pontos
centrais (0) e quatro pontos axiais (+V2); (-\2),
resultando em 10 experimentos (Tabela 2). A
concentracdo das
ponto central foi baseada na melhor producdo de
naringinase obtida por Machado et al. (2010).

variaveis independentes no

Os niveis foram decodificados de acordo com a
equacdo 1, onde X, sdo os valores reais das variaveis
independentes e x; sdo os valores codificados das
variaveis independentes.

x1 = (X1 — ponto central)/faixa de variagdo

(1)

As variaveis independentes foram representadas
pelas concentragdes de extrato de levedura(g/L) e

naringina(g/L), enquanto que a variavel dependente
refere-se a atividade de naringinase.

Asanalises referentes a metodologia de superficie
de resposta, analise de varidncia (ANOVA) e as
diferencgas entre as médias dos tratamentos avaliadas
pelo teste de Tukey (p<0,05) foram realizadas
utilizando o programa Statistic 7.0.

Resultados e Discussao

Efeito da fonte de nitrogénio na produgdo
enzimdatica

O meio de cultivo basico utilizado neste trabalho
foi anteriormente otimizado na fonte de carbono,
quantidade de naringina e tempo de fermentagdo
por Machado et al. (2010) que obteve como melhor
produgdo de naringinase o valor de 178,6 mU/mL.

Para melhorar a produgéo enzimatica, o presente
trabalho, inicialmente, testou diferentes fontes de
nitrogénio. Cinco diferentes fontes de nitrogénio
foram adicionadas ao meio basal na concentracdo
de 10g/L e os valores obtidos de naringinase e
biomassa foram avaliados nos seguintes tempos de
fermentagdo: 96, 120 e 144 horas. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 1:

Tabela 1. Influéncia da fonte de nitrogénio na atividade de naringinase de A. niger.

FONTES DE NITROGENIO ATIVIDADE DE NARINGINASE
(mU/mL)?

96 h 120 h 144 h
NaNO, 459 54,96 91,81
Extrato Levedura 135,3 225,0 203
Peptona 87,6 72,8 106
Peptona soja 71,4 116,6 208,2
Prolina 77 256,4 262,8

(a) média das triplicatas.
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O teste de Tukey, utilizado para comparagdo
das médias dos resultados da atividade enzimatica
entre os tempos de 96h e 120h, mostrou que sdo
significativamente diferentes, em nivel de 5%, para
as fontes, prolina e extrato de levedura. A mesma
andlise, para NaNO,, peptona € peptona de soja,
nao apresentou diferenca significativa. Os baixos
valores obtidos de naringinase, quando NaNO, foi
utilizado, também foram reportados por Bram e
Solomons (1965). Contudo quando empregado por
Puri, Banerjee e Banerjee (2005), ndo apresentou
efeito inibitorio para producdo de naringinase.
Para a producdo de glucose-oxidase por A. niger,
o NaNO, mostrou ser uma fonte adequada de
nitrogénio. (MIRON, et al., 2008).

Quando considerada a fonte de nitrogénio
peptona, em comparagdo ao nitrato de sodio,
verifica-se que a peptona apresentou maior producao
enzimatica, confirmando os resultados apresentados
por Puri, Banerjee e Banerjee (2005) e Machado
(2010). Entretanto, nestes experimentos foram
utilizadas linhagens diferentes do A. niger:

Entre os tempos de 120 e 144 horas ndo
houve diferenca significativa para todas as fontes
analisadas, apesar da maior atividade ser identificada
no tempo de 144 horas utilizando prolina como fonte
de nitrogénio. Mediante esta andlise estatistica,
deduz-se que o tempo de 120h é o mais indicado
para a produgdo de naringinase.

No tempo de fermentacdo de 120 horas, dentre
todas as fontes de nitrogénio testadas, a prolina
e o extrato de levedura produziram os valores
mais elevados de naringinase. O teste de Tukey,
utilizado para comparar as médias dos resultados
das diferentes fontes de nitrogénio,
diferenca significativa em nivel de 5% da prolina

mostrou

e o extrato de levedura com as demais fontes
de nitrogénio utilizadas. Entretanto, ndo houve

diferenca significativa entre prolina e extrato de
levedura. Puri, Banerjee e Banerjee (2005) testaram
diferentes fontes de nitrogénio e obteve os melhores
resultados com peptona, porém esses autores nao
testaram o extrato de levedura.

O aminoacido prolina com seu elevado custo
quando comparado ao extrato de levedura foi
descartado para os demais experimentos, uma vez
que a analise pelo teste de Tukey ndo mostrou
diferenca significativa entre essas duas fontes para
a produ¢do enzimatica no tempo de 120 horas.
Assim como neste trabalho, Bram e Solomons
(1965) também testaram a influéncia da fonte de
nitrogénio em fermentacao submersa para producao
de naringinase por A. niger NRRL-72-4 ¢ indicaram
como melhor fonte o extrato de levedura. Portanto,
o extrato de levedura foi escolhido como fonte de
nitrogénio para os subsequentes experimentos,
fixando-se o tempo em 120 horas.

Otimiza¢do da composicdo do meio por
Metodologia de Superficie de Resposta (M.S.R).

A escolha do novo ponto central bem como
dos niveis de variacdo levou em considera¢do os
resultados do experimento anterior (Tabela 1) e os
resultados obtidos por Machado et al.(2010).

A MSR foi aplicada para otimizar os parametros
de fermentagdo (concentragdo do extrato de
levedura e naringina) como variaveis independentes,
buscando alcancar a maior atividade de naringinase
por A. niger em melaco. Esses parametros foram
investigados, fixando-se o tempo em 120 horas,
usando o delineamento experimental central
composto rotacional cujas variaveis codificadas,
originais, e as respostas da atividade da naringinase
¢ biomassa estdo apresentadas na Tabela 2 sendo que

todas as culturas foram realizadas em triplicatas.
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Tabela 2. Valores das variaveis codificadas e decodificadas, atividade de naringinase e biomassa na
fermentacdo de melago por A.niger 426 em 120 horas.

1054

ENSAIO CODIFICADAS DECODIFICADAS ATIVIDADES BIOMASSA
X, X, Extrato de Naringina (mU/mL)? (g/L)?
Levedura (g/L) (g/L)
1 -1 -1 6 0,2 272,8 18,47
2 -1 1 6 0,8 343,1 19,97
3 1 -1 14 0,2 3543 41,65
4 1 1 14 0,8 239,2 31,11
5 -1,414 0 4 0,5 301,3 25,75
6 +1,414 0 16 0,5 198,3 24,23
7 0 -1,414 10 0,0757 267,7 16,42
8 0 +1,414 10 0,9243 307,4 36,80
9 0 0 10 0,5 249.4 26,56
10 0 0 10 0,5 255,0 31,84

O modelo quadratico ajustado obtido pelo
software Statistica 7.0, para a atividade de
naringinase, esta apresentado a seguir:

Y = 252,19 — 21,01x1 + 1,42x2 + 7,22x1,2 +
26,11x2,2 — 46,35x1x2

No qual: Y representa a estimativa de atividade

de naringinase em mU/mL, x, representa a

1
concentragdo de extrato de levedura em g/L e X,

a concentragdo de naringina em g/L.

A equacdo (1) apresentou um coeficiente de
determinagdo de 75% e um desvio da regressdo
ndo significativo (6,82%) indicando que ela ¢
um adequado modelo preditor das condigdes
experimentais. Além disso, a analise de variancia
mostrou que o coeficiente linear, o termo linear
de x,, o termo quadratico de x, e o termo de
interacdo entre as variaveis independentes sdo
significativos em nivel de 5%.

A analise estatistica mostrou uma correlagao

negativa de 64% entre o extrato de levedura
e naringina indicando que essas varidveis
apresentam efeitos opostos. Tal relagdo estd
apresentada na Figura 1 em que se verifica que
0 aumento na concentracdo de uma das variaveis
independentes implica a redugdo da outra, quando

se deseja alcancar um otimo de atividade.

Quando do
micro-organismo em relacdo a concentracdo

observado o crescimento
das variaveis utilizadas, a alta concentragdo
de extrato de levedura e baixa de naringina
proporcionou um aumento na concentragdo da
biomassa apresentada no ensaio 3 (Tabela 2),
enquanto que o baixo valor de extrato de levedura
e alto de naringina reduziu consideravelmente a
concentragdo da biomassa apresentada no ensaio
2 (Tabela 2), deduzindo que o A. niger utiliza
esse composto para biossintese de material
celular (BRANKAR, et al.,, 2008), porém a
biomassa ndo apresenta relacdo direta com a
producdo de naringinase, uma vez que ambos
oS melhores

experimentos apresentaram as

atividades de naringinase.
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Figura 1. Grafico da superficie de resposta e curvas de contorno resultante da influéncia da concentrag@o de naringina
e extrato de levedura sobre a atividade de naringinase por 4. niger 426.

A melhor condicdo das varidveis apontada
pela metodologia de superficie de resposta que
proporcionou a atividade de naringinase de 354,3
mU/mL por 4. niger em melaco, foi obtida com
a otimizagdo do processo, utilizando 14,0 g/L de
extrato de levedura e 0,2 g/L de naringina com
tempo de fermentacdo de 120 horas (ensaio 3 da
Tabela 1). A condigdo otimizada foi utilizada em
um cultivo visando a extragdo de naringinase por
ultrassom.

Extragdo de Naringinase pela aplicagdo de
Ultrassom

Em processos biotecnolégicos, o ultrassom

vem sendo usado na liberagdo e extragdo de
proteinas, principalmente enzimas (ROKHINA;
LENS; VIRKUTITE, 2009), melhorar a produgao
de fermentacdo microbiana (MARQUES;
BUZATO; CELLIGOI; 2006; HERRAN et
al., 2008) e lise celular de micro-organismos.
(VARGAS; PIAO;CARMONA, 2004). Assim,
A. niger foi cultivado no meio de fermentagdo
otimizado e, em seguida, submetido em diferentes
tempos de ondas ultrassonicas (0,5; 1; 2 e 3
minutos), objetivando a liberacdo enzimatica.
Os resultados obtidos podem ser observados na
Figura 2.
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Figura 2. Efeito da aplicag¢@o do ultrassom para liberacao de naringinase.

Em fermentacdo, a localizagdo da enzima
agregada a célula microbiana ou livre no meio de
cultivo constitui importante aspecto do efeito do
ultrassom sobre a atividade enzimatica. Assim,
a aplicagdo do ultrassom durante 0,5 minuto,
provocou uma diminui¢do da atividade enzimatica
que pode ser compreendida como a agregagdo
daquelas moléculas enzimaticas livres no cultivo
e consequentemente obstrugcdo dos sitios ativos.
(ROKHINA; LENS; VIRKUTITE, 2009). Ozbek e
Ulgen (2000) demonstraram o efeito do ultrassom
em diferentes solucdes enzimaticas. De acordo
com esses autores, a natureza do fluido no qual
as enzimas estdo solubilizadas detém importante
papel no processo de inativacao. Além de promover
a agregacdo das moléculas,
demonstradas modificagdes quimicas das moléculas
enzimaticas em solucdes de glucose-oxidase.
(GUISEPPI-ELIE; CHOI; GECKELER, 2009).

também foram

Entretanto, o efeito negativo do ultrassom
apresentou-se minimizado no tempo de aplicagdo de
1 minuto e com 2 minutos a atividade aumentou para
473,6mU/mL. Esse valor representa uma elevagao
de 25,3%, quando comparado ao valor obtido do
cultivo ndo sonicado. Esse aumento de atividade
de naringinase, possivelmente devido a liberagdo
de moléculas enzimaticas agregadas as células
microbianas ou mesmo a ruptura celular, resultou
em um aumento de atividade enzimatica. Assim, a

quantidade de enzimas liberadas sobrepds o efeito
negativo verificado em 0,5 minuto de aplicacdo
de ultrassom. O efeito de ultrassom em células
microbianas tem sido apresentado por diversos
autores. A capacidade de ultrassom provocar ruptura
celular e liberar proteinas foi demonstrada em S.
cerevisiae. (GOGATE; KABADI, 2009). Herran
et al. (2008) reportaram a dispersdo de hifas em
cultura de A. terreus enquanto que Vargas, Pido e
Carmona (2004) demonstrou lise celular e liberagao
de invertase em A. niger.

O tempo de 3 minutos de aplicagdo de ultrassom
foi excessivo uma vez que a atividade diminui
para 325,6 mU/mL. Micro-organismos e proteinas
diferem a resposta da duragdo do tratamento
com ultrassom e a extensdao do dano depende da
quantidade de energia absorvida. (ROKHINA;
LENS; VIRKUTITE, 2009). Cultivos de Anabaena
flos-aquae e Selenastrum capricornutum tiveram o
contetdo protéico elevado com o uso de ultrassom,
mas a atividade de fosfatase alcalina, agregada a
superficie celular, aumentou no primeiro e diminuiu
no segundo micro-organismo. (FRANCKO et al.,
1990). Em A. terreus, o uso de ultrassom aplicado
em pulsos de segundos e conteudo energético
variavel, provocou o crescimento de células livres
e a redugdo da produgio de lovastatin (HERRAN
et al., 2008) enquanto que em 4. niger CCT7415,
a aplicagdo de ultrassom de conteudo energético
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idéntico ao do presente trabalho, porém durante 2
minutos, induziu ruptura celular e o aumento de
invertase. (VARGAS; PIAO; CARMONA, 2004).

A irradiagdo ultrassonica de baixa intensidade
(20 kHz), durante 2 minutos apresentou como um
método adequado para a extragdo da naringinase de
A. niger.

Assim, a melhor atividade de naringinase
alcangada por 4. niger 426 de 473,6 mU/mL ocorreu
quando cultivado em melago (3,0g/L), extrato de
levedura (14,0g/L) e naringina (0,2g/L), em 120
horas de fermentacdo e seguido de aplicacdo do
ultrassom com intensidade de 20 kHz por 2 minutos.
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