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PETRI, Adriana Casavechia. Otimização da produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus 

niger por fermentação em estado sólido utilizando resíduos da agroindústria. Dissertação 
(Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011. 
 
 

RESUMO 
 
 
α-L-Ramnosidase cliva especificamente a raminose terminal de uma grande variedade de 
produtos naturais. Essa propriedade confere à enzima importante potencial biotecnológico, 
uma vez que possibilita uma diversidade de aplicações, tais como remoção do amargor de 
concentrados cítricos, melhoria do aroma de vinhos e conversão de esteróides de importante 
aplicação clínica. Este trabalho otimizou a produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger 

426 por FES utilizando metodologia estatística e foi conduzido em duas etapas. No primeiro 
momento, utilizou-se o delineamento de misturas com três componentes para selecionar a 
melhor proporção dos suportes para produção da enzima. A melhor condição foi em cultivo 
com 0,14g de bagaço de cana-de-açúcar, 2,25g de casca de soja e 3,05g de palha de arroz com 
máximo de atividade de 1,92U/mL. Em seguida, realizou-se o delineamentos Box-Behnken 
para otimização da umidade do cultivo, granulometria do suporte e pH da solução de 
nutrientes na produção da enzima. A atividade de α-L-ramnosidase foi aumentada para 
3,02U/mL em cultivos com umidade de 75,5% e pH 4,0, a granulometria não foi significativa 
para a produção de α-L-ramnosidase, sendo assim foi fixada em 1,5mm.   
 
 
Palavras-chave: α-L-ramnosidase. Aspergillus niger. Delineamento de misturas. 

Fermentação em estado sólido 



PETRI, Adriana Casavechia. Production optimization of Aspergillus niger α-L-
rhamnosidase by solid state fermentation using agro-industrial residues. Dissertation 
(Master’s Degree Dissertation) – State University of Londrina, Londrina, 2011. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
α-L-Rhamnosidase cleaves specifically the terminal ramnose found in a wide variety of 
natural products. This capacity gives to this enzyme an important biotechnological potential, 
since it allows many applications, such as removing the bitterness of concentrated citrus, 
improve the aroma of wines and conversion of steroid for important clinical usage. This work 
has optimized the production of α-L-rhamnosidase of Aspergillus niger 426 by solid state 
fermentation using statistical methodology. This has been carried out in two stages. At first an 
mixture design with three components has been used in order to select the best ratio of 
supports for enzyme production. The best condition was under cultivation with 0.14 g of 
sugar cane bagasse, 2.25 g of soybean hulls and 3.05 g of rice straw and a maximum activity 
of 1.92 U / mL was achieved. Then was conducted the Box-Behnken design for optimization 
of cultivation moisture, particle size of support and pH of the nutrient solution on enzyme 
production. The activity of α-L-rhamnosidase was increased up to 3.02 U / mL in cultivation 
with moisture content of 75.5% and pH 4.0. The particle size was not significant for the 
production of α-L-ramnosidase and was fixed at 1.5 mm.   
 
 
Keywords: α-L-rhamnosidase. Aspergillus niger. Mixture design. Solid-state fermentation 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O Brasil é o primeiro produtor mundial de citros e o suco concentrado de 

laranja ocupa posição importante entre os produtos agrícola de exportação. Um leve sabor amargo 

no produto é característico e aceitável, porém, o excesso de amargor, devido à quantidades 

elevadas de naringina, reduz a qualidade e diminui o valor comercial do produto. 

Algumas alternativas tecnológicas têm sido propostas para remover o amargor 

dos sucos cítricos, porém, estas apresentam custos elevados e alteram as características 

organolépticas do produto, daí terem pouca eficiência e aplicação limitada. Uma alternativa é a 

adição de ramnosidase ao processamento do suco concentrado. A ramnosidase é uma enzima que 

pertence ao complexo enzimático da naringinase, que hidrolisa a naringina pela porção α-L-

ramnosidase (EC 3.2.1.40) para produzir raminose e prunina, então convertida pela porção β-D-

glucosidase (EC 3.2.1.21) em glicose e naringinina. 

A produção de enzimas por fermentação em estado sólido tem recebido atenção 

nas últimas décadas, pois além de gerar reduzido volume de resíduo líquido, se apresenta como 

uma tecnologia capaz de agregar valor às matérias-primas (melaço e extrato de levedura) e 

resíduos gerados pela agroindústria (palha de arroz, bagaço de cana-de-açúcar e casca de soja). 

Os fungos filamentosos são os mais adaptáveis a essa metodologia, pois as 

condições de cultivo são mais parecidas com o habitat natural desses micro-organismos. Nesse 

contexto, Aspergillus niger (micro-organismo Generally Recognized as Safe - GRAS) se destaca 

por produzir diversos compostos de interesse como enzimas extracelulares. 

A produção enzimática fúngica, conduzida por fermentação em estado sólido, 

possibilita a obtenção de extratos enzimáticos concentrados, o uso de subprodutos da 

agroindústria e a geração de menor volume de resíduo. Considerando-se que a região de Londrina 

tem-se consolidado como produtora de cítricos, a produção de ramnosidase é de interesse, pois 

agrega valor ao suco concentrado destinado à exportação, pela diminuição do amargor no 

produto. 

Para produção de enzimas fungicas, é importante estabelecer condições 

otimizadas de fermentação. Cada vez mais, utiliza-se planejamento experimental, como o 

delineamento de misturas e fatorial, visando a diminuição do número de ensaios. 

O presente trabalho teve por finalidade otimizar a produção de ramnosidase de 

Aspergillus niger, por meio de metodologia estatística, para o desenvolvimento de um processo de 

fermentação em estado sólido utilizando diferentes suportes e condições de cultivo. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar a produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger 426 por 

fermentação em estado sólido através de planejamentos estatísticos e análise de superfície de 

resposta. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Conduzir cinética da fermentação para estabelecer o melhor tempo de cultivo na produção 

de α-L-ramnosidase; 

 Selecionar os suportes e os níveis dos mesmos para a produção de α -L-ramnosidase em 

FES utilizando metodologia de delineamento de misturas; 

 Otimizar as condições de fermentação utilizando delineamento Box-Behnken, tendo como 

variáveis a umidade, granulometria e pH do cultivo; 

 Acompanhar as atividades de α -L-ramnosidase e invertase; 

 Avaliar os valores obtidos de atividade de α -L-ramnosidase por metodologia de superfície 

de resposta; 

 Acompanhar o consumo de açúcares totais nos cultivos. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 SUCOS CÍTRICOS 

 

3.1.1 Produção e Mercado 

 

Segundo a Citrus BR (2010), em 2009 o Brasil embarcou 1,30 milhões de 

toneladas de suco de laranja concentrado. É em São Paulo, com 78,4% de participação na 

produção, que quase toda a matéria-prima é processada e o suco, exportado. Estados que 

também têm importante participação na citricultura brasileira são: Bahia (6,0%), Sergipe 

(4,2%), Minas Gerais (3,1%), Paraná (2,8%) e Rio Grande do Sul (1,8%). O Paraná vem se 

destacando como pólo agroindustrial e sua produção é exportada para países da Europa e 

Oriente Médio. A citricultura paranaense está em plena expansão e apresenta produtividade 

superior a todos os estados produtores, inclusive em relação a São Paulo (IBGE, 2009). 

Além de maior produtor, o Brasil é também o maior exportador global de 

suco de laranja concentrado. Por deter 50% da produção mundial de suco de laranja, e 

exportar 98% do que produz, o país consegue 85% de participação no mercado mundial 

(IBGE, 2007, 2008). Esse domínio de mercado está muito à frente dos Estados Unidos e 

Espanha, responsáveis por 7% e 4% da exportação mundial, respectivamente. Os principais 

destinos da produção brasileira da commodity suco de laranja concentrado são: Bélgica, 

Luxemburgo, Holanda, Estados Unidos e Japão (FUNDECITRUS, 2009). 

A laranja e seu suco são apreciados no mundo todo. Um leve sabor amargo, 

no fruto e no suco, é característico e aceitável. Entretanto, o excesso de amargor, causado pela 

presença de alguns flavonóides e limonenos, desagrada o consumidor e reduz seu valor de 

mercado (MONGKOLKUL et al., 2006). Frutas e sucos muito amargos têm pouca aceitação e 

baixo valor de mercado, necessitando de processamento industrial adequado para evitar tais 

características (KIMBALL, 1991; PURI et al., 1996; SINGH et al., 2003). 

 

3.1.2 Sabor Amargo em Cítricos 

 

Os principais constituintes que afetam o sabor e estabilidade dos sucos de 

frutas são açúcares solúveis, celulose, pectina, óleos essenciais, limonóides, flavonóides e 

polifenóis. A concentração desses componentes no suco é dependente de muitos fatores, 
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incluindo as configurações do extrator e a variedade, maturidade e safra dos frutos 

(BRADFORD et al., 2007). 

Frutos cítricos apresentam sabor amargo característico devido à presença 

principalmente de limonóides e flavonóides (SINGH et al., 2003). Os flavonóides em cítricos 

incluem flavanonas (naringina), flavonas (nobiletina) e flavonóis (quercetina) 

(BENAVENTE-GARCIA et al., 1997). Alguns flavonóides são muito amargos enquanto 

outros não o são, dependendo do tipo de cadeia glicosídica que os mesmos apresentam, por 

exemplo, naringina e neohesperidina são muito amargas, enquanto hesperidina não possui 

sabor. 

Em geral, os flavonóides podem contribuir para a qualidade do suco de fruta 

influenciando na aparência, no sabor e no valor nutricional do produto. Em sucos de laranja 

do tipo pomelo e bergamota, principalmente, a naringina influencia diretamente na amargura 

(GATTUSO et al., 2007). 

As concentrações de naringina são mais altas em folhas jovens e no albedo 

dos frutos imaturos (DEL RIO et al., 1998; PURI e BANERJEE, 2000; MONGKOLKUL et 

al., 2006; RIBEIRO e RIBEIRO, 2008), porém também são detectadas no suco da fruta 

(TOMÁS-BARBERÁN, 2000). Apesar de certa quantidade de naringina, aproximadamente 

0,4g/L, ser comum nos sucos de laranja do tipo pomelo, as frutas colhidas precocemente 

podem elevar essa quantidade a níveis menos aceitáveis de 1,2g/L (PINO, 1997).  

Tendo em vista que o amargor, devido à presença de flavonóides e 

limonóides, representa um grande problema para a indústria de sucos cítricos, pois sua 

presença chega a reduzir em 50% o valor do produto no mercado, algumas técnicas vêm 

sendo propostas para sua remoção (RIBEIRO, SILVEIRA e FERREIRA-DIAS, 2002). 

Chandler et al. (1968) conseguiram amenizar o amargor do suco de laranjas 

navel por adsorção em poliamidas e polímeros de nylon. Puri (1984) patenteou um processo 

no qual conseguiu remover mais de 80% de limonina e mais de 70% de naringina utilizando 

uma resina de poliestireno-divinil-benzeno Duolite S-861. Barmore et al. (1986) utilizaram 

silicato de magnésio ativado (Florisi) e conseguiram significativa diminuição de compostos 

como limonina, naringina, narirutina. Shaw e Wilson (1983) utilizaram β-ciclodextrina, que 

atua formando um complexo com a naringina, para reduzir o amargor de sucos de pomelo em 

aproximadamente 58%. Resultados semelhantes foram alcançados com α-ciclodextrina por 

Shaw, Tatum e Wilson (1984). 

Embora alcançando resultados positivos quanto à remoção do amargor, as 

técnicas propostas têm aplicações limitadas, pois provocam a perda da acidez, sabor, doçura e 
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turbidez do suco, alteram a composição de nutrientes ou apresentam custos elevados (PURI et 

al., 1996; CHEN, NIU e CAI, 2010). Outro problema com certos tratamentos é que os 

produtos químicos usados não podem ser reciclados, aumentando o custo do processo com a 

proibição da eliminação desses poluentes. 

As limitações acima descritas justificam a necessidade de padronizar 

técnicas inovadoras que utilizam abordagens biotecnológicas para retirada do amargor dos 

sucos de frutas (PURI et al., 1996). Assim, a redução da concentração de naringina por 

hidrólise enzimática se destaca como técnica promissora para aplicações industriais 

(ŞEKEROĞLU et al., 2006; VILA-REAL et al., 2007, PEDRO et al, 2007).  

 

3.2 α-L-RAMNOSIDASE  

 

Segundo Yanai e Sato (2000), α-L-ramnosidase é uma enzima que hidrolisa 

a quebra das ligações glicosídicas entre a raminose e outros compostos. Juntamente com a β-

D-glucosidase (EC 3.2.1.21), a α-L-ramnosidase (EC 3.2.1.40) forma um complexo 

enzimático referido como naringinase (SORIA et al., 2004). Esta enzima catalisa a conversão 

de naringina em naringinina em um processo de duas etapas, descritos na Figura 1. O 

substrato naringina (4´-5,7´-trihidroxiflavonona-7-raminoglucosideo) é hidrolisado pela 

porção α-L-ramnosidase para produzir raminose e prunina (4´-5,7´-trihidroxiflavonona-7-

glucosideo), que é então convertida pela porção β-D-glucosidase a glucose e naringinina (4´-

5,7´-trihidroxiflavonona) (PURI et al., 1996). 

 

Figura 1 – Hidrólise da naringina em prunina, raminose, naringinina e glucose pela 
naringinase expressando atividades α-L-ramnosidase e β-D-glucosidade. 

 
Fonte: RIBEIRO e RIBEIRO, 2008. 
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Chien, Sheu e Shyu (2001) reportaram que estas duas enzimas podem 

operar em conjunto, sem interrupção, sem que uma exerça influência sobre a atividade da 

outra. Entretanto, prunina apresenta um terço do amargor da naringina e, naringinina é quase 

insípida. Assim, apenas a primeira reação é essencial para a remoção do amargor, o que 

justifica maior interesse pela α-L-ramnosidase quando o objetivo é a remoção do amargor por 

degradação enzimática (PURI et al., 1996; YADAV; YADAV, 2000).  

Além de apresentar potencial uso na indústria de sucos cítricos 

(SOARES;HOTCHKISS,1998; PURI e BANERJE, 2000), α-L-ramnosidase possui outras 

possíveis aplicações, como realizar glicosilação de diversos compostos (MARTEARENA et. 

al., 2008), como neohesperidina e pectinas, aumentando sua solubilidade, evitando assim a 

precipitação em tanques industriais (TERADA et al., 1995 e SPAGNA et al., 2000); 

promover o aumento no aroma de sucos de uva e vinho (GALLEGO et al., 1996; OREJAS et 

al., 1999; YANAI e SATO, 2000; MANZANARES et al., 2000); catalisar a síntese de 

compostos aplicados na indústria de alimentos e farmacêutica com alto valor agregado, como 

prunina, que possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias (BENAVENTE-GARCIA 

et al., 1997); realizar a deraminosilação de muitos produtos naturais que contém L-raminose 

terminal para aplicação farmacêutica (YADAV et al., 2010); produzir bebidas funcionais 

(suco de groselha, suco de laranja e infusão de chá verde) pelo aumento da quantidade de 

flavonóides glicosídicos potencialmente biodisponíveis (GONZALEZ-BARRIO, 2004). 

Ellenrieder et al. (1998), Scaroni et al. (2002) e Rajal et al. (2009) 

destacaram algumas características da α-L-ramnosidase fúngica: temperatura ótima em redor 

de 40°C, porém apresenta estabilidade em temperaturas mais elevadas; pH ótimo de 4,5 

podendo apresentar atividade ainda em pH mais básico. A enzima é inibida por glicose, ácido 

cítrico e alguns íons metálicos como o cobre e o mercúrio (YANAI e SATO, 2000; RAJAL et 

al., 2009; YADAV et. al., 2010). 

α-L-Ramnosidase é uma glicoproteína, não contém co-fatores metálicos e 

pontes dissulfeto. O pH isoelétrico situa-se em redor de 6 e o peso molecular 

aproximadamente 90 kDa (MANZANARES, 1997; OREJAS et al., 1999; YANAI e SATO, 

2000; KOSEKI et al., 2008).  

Técnicas de determinação da atividade do complexo da naringinase 

usualmente são variações colorimétricas do teste de Davis (Davis, 1947), porém estes não são 

específicos na diferenciação entre naringina, seu isômero insípido narirutina e seus produtos 

hidrolisados (CHIEN, SHEU e SHYU, 2001), não sendo específico para determinação da 

atividade de α-L-ramnosidase (YADAV et. al., 2010). Sendo assim, é importante acompanhar 
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a atividade por técnicas de maior especificidade, como a cromatografia liquida de alta 

eficiência (CLAE) com coluna para carboidratos e detector de índice de refração para 

detecção da raminose liberada (KOSEKI et al., 2008). 

 

3.2.1 Produção de α-L-Ramnosidase 

 

Como nos demais seres vivos, os principais macronutrientes para o 

crescimento dos micro-organimos são as fontes de carbono e o nitrogênio. As quantidades 

desses compostos na nutrição afetam diretamente o metabolismo. Além dos componentes do 

meio de cultivo, outros fatores como temperatura, pH, velocidade de agitação, tamanho do 

inóculo, bem como o tipo de fermentação (submersa ou em estado sólido) podem influenciar 

na produção de metabólitos. Assim, devido a sua importância, esses fatores têm sido 

estudados para produção de ramnosidase por diversos autores. 

São escassas as informações sobre a produção de ramnosidase por FES, o 

único trabalho encontrado na literatura foi o de Elinbaum et al. (2002). Esses autores 

estudaram a produção de α-L-ramnosidase por Aspergillus terreus em fermentação em estado 

sólido utilizando como suporte/substrato o farelo de trigo, o bagaço de cana-de-açúcar e a 

espuma de poliuretano. Os melhores resultados foram obtidos com bagaço de cana-de-açúcar 

(1,7 U/mL). Um aumento na concentração de naringina para 10 g/L aumentou a atividade 

para 4,2 U/mL. As melhores condições de cultivo foram temperatura ótima de 30 °C, inóculo 

de 109 esporos/mL de solução nutriente e a naringina foi considerada a melhor fonte de 

carbono. A umidade atmosférica ótima foi em torno de 99 %, quando diminuída para 95 % a 

produção da enzima foi reduzida, confirmando a influência direta desse fator em cultivos de 

fermentação em estado sólido (FES). 

A produção de α-L-ramnosidase por A.terreus também foi estudada por 

Gallego et al. (1996). O micro-organismo foi cultivado em fermentação submersa tendo a 

glicose como principal fonte de carbono, com inóculo de 105 esporos/mL a 37 °C por 168 

horas, com um máximo de atividade de 0,522 U/mL em cultivos com raminose como indutor. 

Soria, Cuevas e Ellenrieder (1999) produziram α-L-ramnosidase por 

A.terreus em fermentação submersa, com inóculo de 106 esporos/mL, em temperatura de 

35°C. O máximo de atividade enzimática, 8,8 U/mL, foi obtido em 216 horas de cultivo 

utilizando a raminose como fonte de carbono. 

Orejas et al. (1999) compararam os efeitos de diversas fontes de carbono na 

produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus nidulans em fermentação submersa. Os cultivos 
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foram conduzidos em temperatura de 37 °C, sob agitação e pH inicial de 5,5. A raminose foi a 

melhor fonte de carbono, com atividade de 0,59 U/mL após 24 h de cultivo. Naringina 

também foi capaz de induzir a produção, porém em menor proporção (0,031 U/mL). 

Yanai e Sato (2000) analisaram a produção de ramnosidase por diversas 

linhagens de leveduras. Pichia angusta foi selecionada como melhor produtora da enzima, 

com máximo de atividade de 0,85 U/mg proteína, em cultivos com raminose, pH inicial de 4 a 

28 °C por 48 h. 

Scaroni et al. (2002) analisaram a produção de α-L-ramnosidase de 

diferentes cepas de fungos mesofílicos cultivados em fermentação submersa com raminose 

como fonte de carbono. A cepa selecionada como melhor produtora da enzima foi a de 

Fusarium sambucinum 310, com atividade de 1,2 U/mL. 

Rajal et al. (2009) produziram α-L-ramnosidase de Penicillium ulaiense 004 

com raminose como fonte de carbono, com inóculo de 5 x 104 esporos/mL de meio. A enzima 

foi produzida para purificação parcial e posterior caracterização e apresentou 

termoestabilidade à 60 °C. 

 

3.3 ASPERGILLUS NIGER  

 

As culturas de A. niger desenvolvem colônias com crescimento rápido e 

exuberante, inicialmente são brancas ou amarelas, passando para marrom ou para o negro. A 

colônia é composta por micélio aéreo com conidióforos eretos, densamente distribuídos sobre 

a superfície do meio e farta produção de conídios (SANTOS, 2007). 

A. niger é uma das poucas espécies de fungos consideradas GRAS 

(Generally Regarded as Safe) conferido pela Food and Drug Administration (FDA) devido a 

sua baixa toxicidade. Apenas algumas cepas desse fungo foram relatadas como produtoras de 

ocratoxina em baixas quantidades. Para aplicação na indústria de alimentos, somente são 

usadas linhagens que não produzem a micotoxina (VARGA et al., 1996; ABARCA et al., 

1997).  

A. niger tem sido objeto de estudos para aplicação industrial por várias 

décadas. Desde 1960 esse micro-organismo vem sendo utilizado como produtor de uma 

variedade de enzimas (Tabela 1), principalmente para o setor alimentício e farmacêutico 

(PARIZA e JOHNSON, 2001; SCHUSTER et al., 2002). 
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Tabela 1 – Enzimas produzidas por Aspergillus niger: classes e aplicações. 

 
 

A longa história de utilização segura em escala industrial faz com que A. 

niger seja extensivamente utilizado no estudo de novos processos biotecnológicos, 

particularmente, em fermentação em estado sólido, pois as condições de cultivo são parecidas 

com o seu habitat natural (SHUSTER et al., 2002).  

 

3.4 RESÍDUOS DA AGROINDÚSTRIA 

 

Devido à grande extensão territorial usada para a agricultura no Brasil, há 

geração de grandes quantidades de resíduos e/ou subprodutos, causando impacto ambiental. 

Assim, deve-se considerar a busca de destinos alternativos para esses resíduos, o que 

simultaneamente agrega valor aos mesmos (SOUZA, 2008).  

Cada vez mais, esses resíduos têm sido considerados para aplicação 

industrial para produção de diversos compostos de interesse por meio da fermentação em 

estado sólido ou semi-sólido. Dentre os resíduos mais estudados pode-se citar os da polpa de 

café (OROZCO et al., 2008), abacaxi (IMANDI et al., 2008), trigo (CHENYU et al., 2008), 

farelo de trigo, casca de arroz (NIZAMUDDIN et al., 2008), torta de soja (SOCCOL et al., 

2003), bagaço de cana-de-açúcar (PANDEY, 2003), casca e farelo de soja (PANDEY et al., 

1999). Os principais constituintes da estrutura desses resíduos são: celulose, hemicelulose, 

lignina, amido, pectina, proteínas e açúcares, fontes de carbono e nitrogênio para o 

crescimento de micro-organismos e produção de metabólitos. 
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Em termos mundiais, o Brasil está entre os 10 principais produtores de arroz 

do mundo. Segundo o Levantamento Sistemático de Produção Agrícola (IBGE, 2008) a 

produção de arroz no Brasil em 2008 foi superior a 12,1 milhões de toneladas (em casca), no 

ano seguinte a produção aumentou para 13 milhões de toneladas. A casca do arroz, gerada no 

beneficiamento do grão, corresponde a aproximadamente 20 % do total de arroz. É um 

material abrasivo, de baixo valor nutritivo e, dada a sua reduzida densidade, seu simples 

armazenamento e eliminação constituem um grave problema ambiental (DELLA e HOTZA, 

2006). 

O Brasil é o maior exportador e segundo produtor mundial de soja. A casca 

de soja é um produto resultante do esmagamento do grão de soja para extração de óleo, 

produção do farelo de soja e da lecitina. No beneficiamento dessa leguminosa, produz-se 8kg 

de casca/100kg soja esmagada (BLASI et al., 2000). 

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar (IBGE, 2009). A 

safra de 2009, anunciada pelo Ministério da Agricultura, ultrapassou 600 milhões de 

toneladas de cana-de-açúcar, o que representa em torno de 180 milhões de toneladas de 

bagaço. A quantidade produzida de bagaço depende da quantidade de fibra da cana-de-açúcar 

processada, apresentando em média 46 % de fibra e 50% umidade, resultando 

aproximadamente 280 Kg/tonelada de cana beneficiada. Desta vasta quantidade de bagaço 

originado apenas parte é utilizado para geração de energia (PARANHOS, 1987). 

A composição química e estrutural desses resíduos está apresentada na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Composição química e estrutural dos resíduos agroindustriais 

 
(a) - MUSSATTO, (2002); (b) - MORAIS, 2003; (c) – TEIXEIRA (2007) 
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A fermentação em estado sólido é uma tecnologia capaz de propor uso para 

esses resíduos. Contribuindo assim, para a diminuição de problemas ambientais e agregando 

valor a essas matérias-primas, através da geração de compostos de interesse econômico e com 

isso, contribuir para uma maior diversificação do agro-negócio nacional.  

 

3.4.1 Fermentação em Estado Sólido  

 

Fermentação em estado sólido (FES) é uma técnica que utiliza um suporte 

que pode servir também como substrato, o qual é umedecido por solução nutriente para 

permitir o crescimento do micro-organismo (RAIMBAULT, 1998; ALONSO, 2001; 

PANDEY, 1992; 2003). A disponibilidade restrita de água pode estimular a produção de 

alguns metabólitos específicos (COUTO e SANROMÁN, 2006). 

É um processo simples, de baixo capital de investimento, pouco consumo de 

energia e fácil controle de contaminação devido à baixa quantidade de água livre aparente no 

sistema. Outra vantagem é a obtenção de extratos mais concentrados (MITCHELL et al., 

2000; ROBINSON e NIGAM, 2003). 

Algumas propriedades dos suportes/substratos que influenciam a FES e 

afetam diretamente o rendimento do processo são: porosidade, formato das partículas e 

composição química e estrutural (PANDEY, 2003; ROCHA, 2010). 

Geralmente, realiza-se um pré-tratamento (esmagamento, quebra, moagem e 

peneiramento) resultando na granulometria especifica do suporte, que define boas condições 

de crescimento e produção microbiana (ROCHA, 2010). Pequenos grânulos de 

suportes/substratos fornecem uma grande superfície de contato com o micro-organismo, mas, 

por dificultar o acesso aos nutrientes, resulta num baixo crescimento. Portanto o tamanho da 

partícula deve ser selecionado de acordo com cada processo e micro-organismo a ser 

empregado (DEL BIANCHI, MORAES e CAPALBO, 2001). 

A água também apresenta papel de destaque em FES por seu elevado grau 

de interação com as substâncias que compõem a fase sólida (suporte/substrato) (GERVAIS e 

MOLIN, 2003). A umidade do meio de fermentação é um fator determinante no sucesso do 

cultivo. Ressalta-se que, elevada umidade causa diminuição da porosidade e dificulta a 

transferência de oxigênio, baixos níveis de umidade dificultam a disponibilidade dos 

nutrientes, ambas as situações podem resultar em baixo crescimento microbiano (MAHADIK 

et al., 2002). 
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O controle e monitoramento do pH é outro fator de grande importância 

durante as fermentações em estado sólido, porém, não é fácil de ser realizado (PANDEY, 

2003). De acordo com Bajracharya e Mudgett (1985), a forma da água nos substratos sólidos 

constitui um obstáculo para a medida do pH. O pH inicial de um cultivo é ajustado ao ótimo 

pela adição de uma solução (mineral, tampão, ácido- básica) que impregna o substrato, mas a 

determinação exata do pH só poderá ser efetuada novamente no final do processo de FES. 

Com o conhecimento dos fatores que influenciam diretamente a FES é 

possível selecionar o melhor tipo de suporte/substrato para a produção de diferentes enzimas. 

Na Tabela 3 estão apresentadas algumas enzimas produzidas a partir de diversos resíduos 

agroindustriais. 

 

Tabela 3 – Enzimas de Aspergillus niger em fermentação em estado sólido a partir de 
diferentes resíduos da agroindústria. 

 
Fonte: Adaptado de Pinto (2003) e Pandey et al., (1999) 
 

Elinbaum et al. (2002) relataram o único trabalho de produção de α-L-

ramnosidase em fermentação em estado sólido. Esses autores utilizaram farelo de trigo, 

bagaço de cana pré-tratado e espuma de poliuretano para a produção da enzima por A. terreus.  

 

3.5 METODOLOGIA ESTATÍSTICA 

 

Metodologias estatísticas como o delineamento fatorial e de misturas e 

metodologia de superfície de resposta são utilizados na otimização em bioprocessos, uma vez 
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que avalia as interações entre os parâmetros selecionados de fermentação (BRUNS et al., 

2006). 

A metodologia de delineamento de misturas é uma importante área dentro 

da estatística aplicada. Ao contrário das técnicas de delineamento fatorial, estes métodos 

respeitam a restrição entre os constituintes, tanto na montagem do delineamento quanto na 

análise dos resultados. Na maioria dos casos, os constituintes somam 100%, entretando outras 

opções existem como modelos de restrição (CORNELL, 2002; BARROS NETO et al., 1995).  

Segundo Cornel (2002) o delineamento de misturas pode ser entendido 

como variação da metodologia no cálculo de superfícies de resposta para modelar, simular e 

otimizar determinada propriedade de uma mistura em função de seus componentes.  

Poucos estudos com aplicação do delineamento de misturas para 

bioprocessos estão disponíveis para discussão bibliográfica.  

A produção de β-1,3-glucanase de Botryosphaeria rhodina MAMB-05 e 

Trichoderma harzianum Rifai foi otimizada através metodologia estatística de delineamento 

de misturas, analisando quais as proporções ideais das fontes de carbono (glicose, lactose e 

botriosferana) para a produção da enzima (GIESE et al., 2010)  

Soares, Bruns e Scarminio (2009) utilizaram o delineamento de misturas 

para determinar a proporção ideal de solventes (etanol, hexano, acetona e diclorometano) para 

extração das frações orgânica, neutra e básica de extratos de Erythrina speciosa.  

Com objetivo de aumentar as propriedades funcionais do suco misto de 

frutas e hortaliças, Leoni (2009) utilizou delineamento de misturas para analisar 10 

formulações contendo duas frutas e uma hortaliça.  

A metodologia de superfície de resposta é, atualmente, o mais popular 

conjunto de técnicas para otimização. Sua primeira etapa consiste na escolha de um 

delineamento experimental seguida de modelagem matemática, que é realizada ajustando-se 

modelos lineares ou quadráticos a resultados experimentais, obtidos por meio de 

planejamentos fatoriais (BARROS NETO et al., 1996). Após esta etapa é possível deslocar-se 

sobre a superfície de resposta ajustada, a fim de localizar regiões que satisfaçam condições de 

interesse (MARQUES. et al., 2007).  

Vários estudos vêm sendo conduzidos para otimização da produção de 

enzimas em fermentação em estado sólido com A. niger utilizando metodologia estatística.  

Rocha (2010) avaliou a produção de invertase, amilase, celulase, pectinase e 

protease de A. niger em fermentação em estado sólido utilizando biomassa de maracujá e 



  25

resíduos do arroz. A produção das enzimas foi otimizada utilizando metodologia de superfície 

de resposta.  

A produção de amilase por A. niger UO-01 utilizando bagaço de cana-de-

açúcar como suporte foi otimizada utilizando metodologia de superfície de resposta (Pérez 

Rosés e Pérez Guerra, 2009). Estes autores testaram granulometria do suporte, temperatura de 

incubação, pH, umidade do suporte e concentrações do inóculo.  

Maciel et al. (2008) produziram xilanase de A. niger LPB 326 por 

fermentação em estado sólido utilizando substrato lignocelulósico (bagaço de cana-açúcar e 

farelo de soja). Os cultivos foram definidos conforme delineamento estatístico e os efeitos das 

variáveis foram observados e otimizados por metodologia de superfície de resposta.  

A metodologia de superfície de resposta também tem sido usada para 

otimizar a produção de enzimas por FES com outras species de Aspergillus.  

A produção de xilanase de A. carneus utilizando torta de soja e farelo de 

arroz foi investigada por Fang et al. (2010). A otimização do meio de cultivo foi feita segundo 

delineamento composto central para as variáveis: concentrações de NH4NO3; CaCl2 e 

MnSO4.7H2O. A análise da produção da enzima foi feita por metodologia de superfície de 

resposta.  

Ustok et al. (2006) utilizaram a metodologia de superfície de resposta para 

estabelecer as melhores condições de cultivo para as variáveis analisadas (substratos sólidos, 

tamanho do inóculo e tempo de incubação) na produção de poligalacturonase de A. sojae.  

É bastante escassa a produção bibliográfica de trabalhos que utilizam 

planejamento experimental na produção de ramnosidase e naringinase. Puri et al. (2009) 

utilizaram a metodologia de superfície de resposta para otimizar a composição do meio para a 

produção de naringinase de Staphylococcus xylosus. Os experimentos foram conduzidos 

conforme planejamento fatorial composto central testando as variáveis concentração de 

sacarose, nitrato de sódio e naringina, pH e inóculo. A partir da metodologia de superfície de 

resposta foi possível estabelecer quais os valores críticos de cada variável para produção da 

enzima. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Micro-organismo 

 

A cepa de A. niger 426 foi isolado de ameixa seca pelo Instituto de 

Tecnologia de Alimentos (ITAL),UNICAMP, Brasil. Identificado e cedido gentilmente pela 

Professora Maria Helena Fúngaro de Departamento de Biologia Geral do Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL).  

 

4.1.2 Suportes para Fermentação em Estado Sólido 

 

Os suportes utilizados para FES foram bagaço de cana-de-açúcar, casca de 

soja e palha de arroz, cedidos gentilmente por indústrias de processamento de grãos da região 

de Londrina/PR. Esses suportes não foram previamente lavados.  

 

4.1.3 Meios de Cultivo  

 

4.1.3.1 Meio de preservação e inóculo  

 

A composição do meio de preservação e inoculo, meio Batata-Dextrose-

Ágar (BDA), está apresentada na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Meio Batata-Dextrose-Ágar. 
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4.1.3.2 Meio de fermentação  

 

A solução de nutrientes utilizada em todos os experimentos é a mesma de 

Elinbaum et al. (2002), e está apresentada na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Composição da solução base de nutrientes. 

 
Fonte: Elinbaum et al., 2002  
 

4.1.3.2.1 Seleção de suporte para FES  

 

Os cultivos foram conduzidos em diferentes suportes (bagaço de cana-de-

açúcar, casca de soja e palha de arroz). As combinações analisadas dos mesmos foram 

definidas conforme delineamento experimental de misturas descrito na Figura 2. 

 

Figura 2 – Arranjo simplex para três componentes: (a) sem pontos no centróide e (b) com 
pontos no centróide. 

 
Fonte: Cornel, 2002.  
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A quantidade (em gramas) utilizada de cada suporte foi correspondente 

àquela necessária para absorver 12 mL da solução de nutrientes sem que houvesse a presença 

de água livre aparente. Assim, foram utilizadas 5 g de palha de arroz, 5 g de casca de soja e 1 

g de bagaço de cana-de-açúcar quando usados individualmente (nível 1). Um volume de 12 

mL da solução de nutrientes foi utilizado em cada ensaio para umedecer os suportes. 

Após a execução do experimento e a coleta de dados, fez-se o ajuste de uma 

equação polinomial, estimando-se os respectivos coeficientes através do modelo cúbico 

especial descrito na Equação 1, em termos das concentrações reais de bagaço de cana-de-

açúcar, casca de soja e palha de arroz foram utilizados para o ajuste dos valores da variável 

resposta (atividade de α-L-ramnosidase). 

 

 
 

onde: Y é a atividade de α-L-ramnosidase (U/mL), x1 o bagaço de cana-de-açúcar, x2 a casca 

de soja e x3 a palha de arroz e γ os parâmetros estimados . As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o Statistica v.9.0  

 

4.1.3.2.2 Otimização das condições de FES para produção de α-L-ramnosidase 

 

A otimização das variáveis para FES foi realizada com a proporção de 

suporte selecionado no delineamento de misturas. O controle do pH inicial foi feito com 

tampão ftalato-HCl ou ftalato-NaOH, de acordo com os níveis de pH a serem testados nos 

delineamentos experimentais.  

Foi utilizado o planejamento fatorial incompleto 33 de Box-Behnken 

(Tabela 6) para determinar a melhor condição para produção de α-L-ramnosidase. Foram 

analisadas três variáveis independentes (umidade do cultivo, granulometria e pH da solução 

de nutrientes) com três níveis.  
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Tabela 6 – Matriz do delineamento incompleto Box-Behnken 33 

 

 

Em seguida, um planejamento fatorial completo 3² de Box-Behnken (Tabela 

7) foi empregado para estudar as melhores condições para produção de α-L-ramnosidase. 

Foram analisadas duas variáveis independentes (umidade do cultivo e pH da solução de 

nutrientes) com três níveis (Calado e Montgomery, 2003).  

 

Tabela 7 – Matriz do delineamento completo Box-Behnken 32. 
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4.2 MÉTODOS  

 

4.2.1 Preparo dos Meios de Cultivo  

 

4.2.1.1 Meio de preservação e inóculo  

 

Os componentes da Tabela 4 foram solubilizados em água destilada nas 

concentrações indicadas e alíquotas de 5 mL e de 20 mL foram distribuídas respectivamente 

em tubos de ensaio e em Erlenmeyers de 250 mL de capacidade. Em seguida, os frascos 

foram autoclavados por 20 min a 121 ºC. Os tubos de ensaio acomodados em posição 

inclinada até solidificação e então os frascos foram estocados em câmara fria a 4 °C para 

posterior utilização. 

 

4.2.1.2 Meios de fermentação  

 

Os suportes foram triturados para obter granulometria desejada para cada 

experimento, em seguida secos e estocados congelados até o uso. Os suportes utilizados em 

cada ensaio estão apresentados nos itens 4.1.3.2.1 e 4.1.3.2.2. 

O pH inicial da solução de nutrientes foi corrigido para 4,5 com HCl 1 M ou 

NaOH 4 M. Nos experimentos em que o pH foi uma variável analisada, o pH dos cultivos foi 

mantido nos níveis desejados com o uso de soluções tamponantes. Foram distribuídas 

alíquotas de 12 mL em frascos Erlenmeyers de capacidade de 125 mL contendo os suportes 

sólidos. Em seguida, os frascos foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C, resfriados à 

temperatura ambiente e estocados em câmara fria a 4°C para posterior utilização. 

 

4.2.2 Preservação do Micro-organismo 

 

A cepa de A. niger foi preservada em meio BDA (Tabela 4). A repicagem 

foi feita cada 30 dias. A incubação foi a 28°C por 72h. Após o crescimento, o micro-

organismo foi armazenado em câmara fria a 4 °C até a data do próximo repique.  
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4.2.3 Preparo do Inóculo 

 

O micro-organismo foi repicado em frascos Erlenmeyer contendo 20 mL do 

meio BDA (Tabela 4), estes foram levados à estufa a 28°C por 72h para formação de esporos. 

Em seguida, 50mL da solução base de nutrientes (Tabela 5) foram adicionados aos frascos, 

estes foram agitados por 2 minutos para liberação dos esporos. A contagem foi feita em 

câmara de Neubauer para obtenção de solução com 109esporos/mL de solução de nutrientes.  

 

4.2.4 Fermentações 

 

4.2.4.1 Seleção de suporte para FES 

 

Inicialmente conduziu-se a cinética do ponto central do delineamento de 

misturas para determinar o melhor tempo de produção de α-L-ramnosidase. As fermentações 

foram conduzidas a 28°C, sem agitação e com umidade atmosférica controlada a 97%. As 

triplicatas de cultivo foram coletadas nos tempos 72; 96; 120; 144; 168 e 192 horas. O melhor 

tempo de atividade de ramnosidase foram utilizados para conduzir todos os cultivos do 

delineamento de misturas (Figura 2). 

 

4.2.4.2 Otimização das condições de FES para produção de α-L-ramnosidase  

 

Para otimização das condições do cultivo, conduziu-se os ensaios dos 

delineamentos Box-Behnken 33 e 32 (Tabelas 6 e 7). Para controle do pH inicial utilizou-se 

tampão ftalato-HCl ou ftalato-NaOH nos níveis de pH a serem testados nos delineamentos 

experimentais. As fermentações foram conduzidas a 28 °C, com umidade atmosférica 

controlada a 97 %. As triplicatas de cultivo foram coletadas em 120 horas. 

 

4.2.5 Determinações Analíticas  

 

Os cultivos foram interrompidos nos tempos determinados para cada 

experimento como descrito nos itens 4.2.4.1 e 4.2.4.2. Para a interrupção, foram adicionados, 

aos frascos Erlenmeyer, 5 mL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0, para facilitar a 

extração da enzima, em seguida, os cultivos foram filtrados em tecido e, o filtrado foi 
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centrifugado em 9.000 rpm à 4 °C por 30 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para as 

determinações analíticas.  

 

4.2.5.1 Atividade de α -L-ramnosidase  

 

A atividade de α -L-ramnosidase foi determinada segundo uma adaptação da 

metodologia utilizada por Koseki et al. (2008). A reação da enzima era composta pelo 

substrato naringina 0,5 % acrescido de 1,6 mL tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5 e 0,5 

mL do extrato enzimático, a reação era incubada à 40ºC por 20 min. Em seguida, era 

acrescentado 0,1 mL de NaOH 1 M para interromper a reação e 0,1 M de HCl 1 M para 

neutralizá-la. As reações foram armazenadas para posterior análise em CLAE-IR com coluna 

Aminex® HPX-87C, fase móvel água ultra pura, com fluxo de 0,6 mL/min a 55 °C, para 

quantificação da raminose liberada pela ação da enzima ramnosidase. 

Os resultados de atividade enzimática foram expressos em U/mL, 

considerando uma unidade de atividade de α -L-ramnosidase como a quantidade de enzima 

necessária para liberar 1 u mol de raminose por mililitro por minuto de reação sob as 

condições descritas. A solução de raminose 1mg/mL foi utilizada como padrão em CLAE, 

utilizando a área conhecida do padrão para converter a área de raminose, detectada na 

alíquota, em unidades de atividade enzimática.   

 

4.2.5.2 Atividade de invertase  

 

A atividade da invertase foi determinada de acordo com o método de Miller 

(1959). A reação enzimática era composta de 0,5 mL de sacarose 0,5 M adicionada em 1,5 

mL de tampão acetato de sódio 0,2 M (pH 5,0) e 0,5 mL de sobrenadante. O branco da reação 

era composto de 2,5 mL do mesmo tampão. Como controles, foram preparados brancos do 

substrato e o sobrenadante também para todos os experimentos. Essas misturas foram 

incubadas a 30 °C por 10 min. Um mililitro do reagente DNS era então adicionado e em 

seguida os tubos eram submetidos a banho fervente por 10 min com posterior adição de 6,5 

mL de água destilada. A intensidade da cor formada foi aferida em espectrofotômetro a 

540nm. 

Uma unidade de atividade enzimática foi determinada como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1 u mol de açúcares redutores por mililitro por minuto de 

reação sob as condições descritas. 
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4.2.5.3 Açúcares totais  

 

Os açúcares impregnados nos suportes foram quantificados e qualificados 

por CLAE-IR com coluna Aminex® HPX-87C, fase móvel água ultra-pura, com fluxo de 0,6 

mL/min a 55 °C. Um volume de 30 mL de água ultra pura foi adicionada à 1 g dos suportes, a 

água de lavagem foi submetida a filtração e posterior análise cromatográfica. 

Os açúcares totais do cultivo foram determinados segundo metodologia de 

fenol-súlfurico, utilizada por Dubois et al. (1956). 

 

4.2.6 Análise Estatística  

 

Para a obtenção do planejamento experimental, análise dos dados e 

construção dos gráficos foi utilizado o programa Statistica v. 9.0. Os modelos matemáticos 

ajustados a cada resposta foram submetidos à análise de variância (ANOVA) para avaliar o 

nível de significância, o coeficiente de determinação (R2) e a falta de ajuste. A influência das 

variáveis foi visualizada através de gráficos tridimensionais de superfície de resposta. Para 

análises de diferença de médias foi empregado teste de Tukey (nível de significância de 5%). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados em forma de artigo, 

intitulado “Otimização da produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger por 

fermentação em estado sólido utilizando resíduos da agroindústria”, que está apresentado 

no Apêndice A. 

O artigo foi elaborado segundo normas da Revista Process Biochemistry, as 

quais estão apresentadas no Anexo A. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os melhores tempos para produção de α-L-ramnosidase de A. niger por FES 

são 120, 144 e 168 horas de cultivo. 

Dentre os suportes analisados, a mistura ternária do bagaço de cana-de-

açúcar, casca de soja e palha de arroz, nas proporções 14, 25 e 61%, respectivamente, foi a 

melhor condição para produção de α-L-ramnosidase (1,92 U/mL). Os cultivos com elevadas 

concentrações de sacarose, provenientes dos suportes, inibiram a produção da enzima e 

induziram a produção de invertase. 

A produção de α-L-ramnosidase pode ser aumentada com a otimização das 

condições de FES. O máximo de atividade obtido foi de 3,02 U/mL em cultivos com umidade 

de 75,5% e pH 4,0. 

Obteve-se um valor 37 % maior que aquele obtido com o delineamento de 

misturas, destacando a importância da utilização de ferramentas estatísticas na otimização de 

bioprocessos e elevado aumento na produção dessa importante enzima de potencial 

biotecnológico. 
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APÊNDICE A 

Artigo “Otimização da produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger por fermentação 

em estado sólido utilizando resíduos da agroindústria.” 

 

Título:  

 

“Otimização da produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger por fermentação em 

estado sólido utilizando resíduos da agroindústria.” 

 

"Optimization of the production of α-L-rhamnosidase by Aspergillus niger in solid state 

fermentation using agro-industrial residues."  

 

Autores: Adriana Casavechia Petri1, Dionisio Borsato2, Maria Antonia P. C. Celligoi1 e João 

Batista Buzato1.  

 

Afiliação: 1 Departamento de Bioquímica e Biotecnologia, Universidade Estadual de 

Londrina, caixa postal 6001, CEP: 86051-990, Londrina, Paraná, Brasil. 
2 Departamento de Química, Universidade Estadual de Londrina, caixa postal 6001, CEP: 

86051-990, Londrina, Paraná, Brasil.  

 

Correspondência do autor: João Batista Buzato1 

E-mail: buzato@uel.br Tel: +55 43 3371-4270 – Fax: + 55 43 3371-4054 

 

RESUMO: α-L-Ramnosidase cliva especificamente a raminose terminal de uma grande 
variedade de produtos naturais. Essa propriedade confere a enzima importante potencial 
biotecnológico, uma vez que possibilita uma diversidade de aplicações, tais como remoção do 
amargor de concentrados cítricos, melhoria do aroma de vinhos e conversão de esteróides de 
importante aplicação clínica. Este trabalho otimizou a produção de α-L-ramnosidase de 
Aspergillus niger 426 por FES utilizando metodologia estatística e foi conduzido em duas 
etapas. No primeiro momento, utilizou-se o delineamento de misturas com três componentes 
para selecionar a melhor proporção dos suportes para produção da enzima. A melhor condição 
foi em cultivo com 0,14 g de bagaço de cana-de-açúcar; 1,25 g de casca de soja e 3,05 g de 
palha de arroz com máximo de atividade de 1,92 U/mL. Em seguida, realizou-se o 
delineamento Box-Behnken 3² para otimização da umidade do cultivo e pH da solução de 
nutrientes na produção da enzima. A atividade de α- L-ramnosidase foi aumentada para 
3,02U/mL em cultivos com umidade de 75,5% e pH 4,0. 

Palavras-chave: α-L-ramnosidase. Aspergillus niger. Delineamento de misturas. 
Delineamento de Box-Behnken. Fermentação em estado sólido.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A α-L-ramnosidase é uma enzima que cataliza a hidrólise das ligações 

glicosídicas entre a raminose e outros compostos [1]. Faz parte do complexo enzimático 

denominado de naringinase, que hidrolisa a naringina pela porção α-L- ramnosidase (EC 

3.2.1.40) para produzir raminose e prunina, então convertida pela  porção β-D-glucosidase 

(EC 3.2.1.21) em glicose e naringinina [2]. Apresenta potencial uso na indústria de sucos 

cítricos na retirada do amargor [3]; aumenta a  solubilidade de pectinas e neohesperidina [4], 

evitando a precipitação em tanques da indústria de sucos de frutas [5]; na indústria vinícola, 

promove o aumento no aroma de sucos de uva e vinho [1,6], na indústria de bebidas 

funcionais, aumenta a biodisponibilidade de flavonóides glicosídicos [8]; na indústria 

farmacêutica, realiza a deraminosilação de uma vasta variedade de produtos naturais que 

contém L-raminose terminal [7]. 

A produção do complexo enzimático naringinase vem sendo estudada por 

processos de fermentação em estado sólido (FES) [9,10]. Em FES, o crescimento do 

microrganismo ocorre em substratos/suportes na ausência de água livre [11], sendo uma 

alternativa para o aproveitamento e valorização de resíduos agroindustriais [12,13]. 

Na produção de enzimas fungicas, o estabelecimento das condições 

otimizadas de fermentação tem sido extensivamente usado o delineamento fatorial em FES 

[14-16]. Mais recentemente, tem sido aplicado o delineamento de misturas quando objetiva a 

otimização da proporção de três ou mais componentes [17,18]. 

O presente trabalho objetivou a otimização, por meio de delineamento de 

mistura e fatorial, da produção de α-L-ramnosidase de Aspergillus niger em fermentação em 

estado sólido utilizando resíduos da agroindústria.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 MICRO-ORGANISMO 

 

A cepa de Aspergillus niger 426 foi isolada de ameixa seca e identificada 

pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), UNICAMP, Brasil.  

 

2.2 CONDIÇÕES DE FERMENTAÇÃO 

 

Bagaço de cana-de-açúcar, casca de soja e palha de arroz foram utilizados 

como suporte para FES. Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer 125mL e os 

suportes misturados em 12 mL de solução nutriente (g/L): (NH4)H2PO4 5,0; K2HPO4 1,5; 

MgSO4.7H2O 0,5; KCl 0,5; Extrato de levedura 5 e Naringina 10. Para cada litro de solução 

de nutrientes foi adicionado 1 mL da solução de micronutrientes (g/L): FeSO4.7H2O 0,8; 

MmSO4.7H2O 0,8; ZnSO4.7H2O 0,008; Na2MoO4.2H2O 0,8; CuSO4.5H2O 0,4; 

NaB4O7.10H2O 0,04. O pH inicial dos cultivos foi ajustado para 4,5. O inoculo foi de 109 

esporos/mL. Os frascos de cultivo foram incubados a 28 °C, com umidade atmosférica 

controlada a 97 %. O extrato enzimático, livre de células, foi obtido por centrifugação (7700 g 

/ 30 min a 4 °C) e utilizado para as determinações analíticas.  

 

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

2.3.1 Seleção do Suporte para Produção de α-L-ramnosidase 

 

Foi utilizado o planejamento simplex-centróide (Figura 1), com 2q-1 

combinações de misturas onde q é o número de componentes ou variáveis cuja soma é 1 ou 

100 %, para 3 componentes (bagaço de cana-de-açúcar, casca de soja e palha de arroz) com 

duas repetições no ponto central [18]. A quantidade utilizada de cada suporte foi 

correspondente àquela necessária para absorver 12mL da solução de nutrientes sem que 

houvesse a presença de água livre aparente [9]. Sendo assim, nos ensaios de suporte único 

(100%) utilizou-se 1 g para bagaço de cana-de-açúcar, 5 g para casca de soja e 5 g para palha 

de arroz.  
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Figura 1. 

 

Utilizou-se o modelo cúbico especial para representar a média da variável 

108 resposta em função dos fatores, descrito na Equação 1. 

 

 

onde: Y é a atividade de α-L-ramnosidase (U/mL), x1 o bagaço de cana-de-açúcar, x2 a casca 

de soja e x3 a palha de arroz e γ os parâmetros estimados . As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o Statistica v.9.0 [19]. 

 

2.3.2 Otimização das Variáveis para FES na Produção de α-L-ramnosidase 

 

A otimização das variáveis para FES foi realizada com a proporção de 

suporte 119 selecionado no delineamento de misturas. O controle do pH inicial foi feito com 

120 tampão ftalato-HCl ou ftalato-NaOH, de acordo com os níveis de pH a serem 121 

testados nos delineamentos experimentais.  

Foi utilizado o planejamento fatorial incompleto 33 de Box-Behnken para 

determinar a melhor condição para produção de α-L-ramnosidase. Foram analisadas três 

variáveis independentes (umidade do cultivo, granulometria do suporte e pH da solução de 

nutrientes) com três níveis ( -1, 0 e 1). 

Em seguida, um planejamento fatorial completo 32 de Box-Behnken foi 

empregado para estudar as melhores condições para produção de α-L- ramnosidase. Foram 

analisadas duas variáveis independentes (umidade do cultivo e pH da solução de nutrientes) 

com três níveis ( -1, 0 e 1) [20]. 

 

2.4 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

O extrato enzimático foi obtido pela adição de 5 mL de tampão acetato de 

sódio (50µM pH 4) no cultivo e seguido de homogeneização, filtração e centrifugação (7700g 

durante 30 minutos a 4°C). No sobrenadante obtido, dosou-se α-L- ramnosidase, invertase e 

açúcar total.  A atividade de α -L-ramnosidase foi determinada segundo uma adaptação de 

Koseki et al. [21]. A mistura reacional constituía de 0,8 mL naringina (5 g/L) acrescido de 1,6 
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mL tampão acetato de sódio (50 mM, pH 4) e 0,5 mL do extrato enzimático. A mistura foi 

incubada à 40 ºC por 20 min. Para interromper a reação, adicionou-se 0,1 mL de NaOH 1 M , 

seguida de neutralização com 0,1 mL de HCl 1M. A seguir, eram retiradas alíquotas para 

quantificação de raminose por CLAE-IR com coluna Aminex® HPX-87C, fase móvel água 

ultra pura, com fluxo de 0,6 mL/min a 55 °C. Uma unidade de atividade de α -L-ramnosidase 

foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de raminose por 

minuto de reação sob as condições descritas. A atividade da invertase foi determinada de 

acordo com o método de Miller [22]. Os açúcares totais do cultivo foram determinados 

segundo metodologia de fenol-súlfurico, utilizada por Dubois et al [23]. Os açúcares solúveis, 

impregnados nos suportes, foram qualificados por CLAE- IR com coluna Aminex® HPX-

87C, fase móvel água ultra-pura, com fluxo de 0,6 mL/min a 55 °C. Um volume de 30 mL de 

água ultra pura foi adicionada à 1 g do suporte e homogeneizado por 60 min. Após a filtração, 

conduziu-se a análise cromatográfica. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1 SELEÇÃO DE SUPORTE PARA PRODUÇÃO DE α-L-RAMNOSIDASE 

 

Na etapa de seleção do suporte, inicialmente foi conduzida uma cinética de 

fermentação do ponto central do delineamento de misturas para determinar o melhor tempo 

para produção da enzima. O ponto central foi composto de uma mistura ternária de 33,33% de 

cada suporte (bagaço de cana-de-açúcar, casca de soja e palha de arroz). Os resultados obtidos 

estão apresentados na Figura 2 que mostra que as maiores atividades enzimáticas de 1,71; 

1,67 e 1,65 U/mL foram obtidas nos tempos de 120; 144 e 168 horas de cultivo, 

respectivamente. Em fermentação submersa, esses foram os melhores tempos na seleção da 

fonte de carbono e nitrogênio nos estudos de Puri et al [2], Rosa et al [24] e Machado et al 

[25] utilizando meio complexo e de Custodio et al [26]  em meio definido. Em FES, esses 

também foram os melhores tempos para produção de ramnosidase no estudo de Elinbaum et 

al [9] que estudaram a seleção do suporte e outros fatores de fermentação. 

 

Figura 2.  

 

A análise do teste de Tukey não mostrou diferença siginificativa para as 

médias 187 de produção enzimática entre os dois primeiros tempos (p<0,05). Sendo assim, 

188 conduziu-se os ensaios do delineamento de misturas no tempo de 120 horas por 189 

apresentar maior produtividade (0,014 U.mL-1.h-1). Os resultados obtidos estão 190 

apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. 

 

Os dados foram analisados estatisticamente com o objetivo de selecionar a 

195 melhor proporção dos suportes para produção da enzima e ajustados ao modelo 196 

cúbico especial, apresentado pela equação 2, onde os termos com asterisco são 197 

significativos em nível de 5% 

 

Os valores obtidos mostram que a palha de arroz teve maior influência na 

produção da enzima, sua presença nos cultivos é essencial para aumento da atividade. 
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Observa-se na equação 2 que os parâmetros de x2; x3; x1x2 e x2x3 são significativos (p<0,05), 

com R2 ajustado de 0,989, indicando que o modelo explicou 98,9 % da variação dos dados 

experimentais. Além disso, a análise da variância mostrou que o modelo é significativo em 

nível de 1,37 %, e, portanto, a equação pode ser utilizada para fins preditivos. 

A região de combinação ternária entre as variáveis independentes x1, x2 e x3 

pode ser observada através das curvas de nível apresentadas na Figura 3. A figura mostra as 

regiões de contorno da superfície de resposta para a variável dependente, produção de α-L-

ramnosidase, obtidas pelo modelo matemático (eq. 2). A figura 3 mostra uma ampla região de 

elevada produção de ramnosidase. A figura também mostrou que as regiões com grande 

proporção tanto de bagaço de cana-de-açúcar, como de casca de soja promoveram um 

decréscimo na atividade de ramnosidase. 

 

Figura 3 

 

A resposta da produção de ramnosidase pode ser classificada em dois 

grupos: cultivos com baixa atividade de ramnosidase (ensaios 1 e 2) e os demais cultivos com 

elevada atividade de ramnosidase. Os ensaios 1, 2, 3 e 4 requerem discussão e as 

determinações de ramnosidase, invertase e consumo de açúcar estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 

 

No ensaio 1 (bagaço de cana-de-açúcar) o consumo de açúcar foi 

satisfatório. O valor de invertase foi o mais alto (Tabela 2) que sugere a maior quantidade de 

sacarose impregnada no suporte, o que resultou em inibição de ramnosidase. No ensaio 2 

(casca de soja) o consumo de açúcar foi o menor. Sugere-se que a variedade de açúcares 

impregnados no suporte resultou na inibição da atividade de ramnosidase. A atividade de 

invertase foi menor que no ensaio 1 (Tabela 2) assim, a quantidade de sacarose era moderada, 

insuficiente para inibir a ramnosidase. No ensaio 3 (palha de arroz) obteve-se o maior 

consumo de açúcar. A atividade de invertase foi a mais baixa (Tabela 2) que sugere a menor 

quantidade de sacarose e ausencia da inibição e portanto, a atividade de ramnosidase foi 

elevada. No ensaio 4 (mistura de bagaço de cana-de-açúcar e casca de soja) o consumo de 

açúcar foi semelhante ao ensaio 1.  A atividade de ramnosidase foi elevada devido aos fatores 

seguintes: a quantidade da variedade de açúcares, impregnados na casca de soja, era a metade 
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em comparação com o ensaio 2 e a quantidade de sacarose era moderada (invertase 

semelhante ao ensaio 2).  

Esses resultados mostraram que a atividade de α-L-ramnosidase estava 

relacionada à quantidade e à variedade de açúcares impregnados nos suportes utilizados. 

Concentrações elevadas de sacarose causou repressão do complexo naringinase, que contém 

α-L-ramnosidase [3, 25]. Kumar et al [27] também reportaram que a presença de carboidratos 

induz a produção da enzima desde que em baixas concentrações. A análise qualitativa em 

HPLC dos açúcares impregnados nos suportes mostrou que a casca de soja apresentava 

glicose, sacarose, arabinose, galactose e estaquiose. Enquanto que, o bagaço de cana-de-

açúcar continha sacarose e glicose e a palha de arroz somente sacarose. A variadade de 

açúcares presentes na casca de soja sugere uma mudança no metabolismo de A. niger e, como 

consequência diminuição da atividade de α-L-ramnosidase. Monti et al. [28] reportaram que a 

escolha dos açúcares para o cultivo assegura o metabolismo do micro-organismo direcionado 

na produção de α-L-ramnosidase, evitando a presença de outras enzimas. Mendoza-Cal et al 

[10] reportaram que a atividade de naringinase era elevada em cultvos que continham o menor 

variedade de monossacarideos inibidores de naringinase.  

Os resultados obtidos foram objeto de uma análise preditiva, que estimou 

uma atividade máxima de α-L-ramnosidase 2,03 U/mL, em cultivo com 14% do bagaço de 

cana-de-açúcar, 25 % de casca de soja e 61% de palha de arroz (Figura 4). Um cultivo 

adicional foi feito para a validação do modelo proposto. O resultado obtido foi de 1,92 ± 0,02 

U/mL, o que corresponde à 94,7 % do valor esperado, comprovando a eficácia preditiva do 

modelo, o que confirma a escolha das proporções do suporte. 

 

Figura 4 

 

A produção de α-L-ramnosidase, com a mistura dos três suportes, em nosso 

trabalho foi maior que de Elinbaum et al [9]. Na etapa de seleção de suporte, em cultivo 

utilizando bagaço de cana-de-açúcar lavado, esses autores obtiveram uma produção de 1,7 

U/mL de α-L-ramnosidase de A. terreus. Mendoza-Cal et al [10] também reportaram uma 

produção inferior (1,46 U/mL) de naringinase de A. niger em FES, usando somente casca de 

pomelo como suporte. A busca por melhoria de produção em FES estuda características dos 

suportes (porosidade, granulometria e formato das partículas) [12]. Além disso, também são 

importantes a umidade e o pH do cultivo. Tendo como base os resultado obtidos a partir do 
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delineamento de misturas (Figura 4), conduziu-se os delineamentos de Box-Behnken para 

otimização das condições de FES para produção de α-L-ramnosidase.  

 

3.2 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE FES PARA PRODUÇÃO DE α-L-RAMNOSIDASE  

 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o delineamento Box-

Behnken 33 para analisar a produção de α-L-ramnosidase. Os níveis de variação estão 

apresentados na Tabela 3 e as atividades enzimáticas obtidas estão apresentados na Figura 5. 

 

Tabela 3 

 

Figura 5 

 

Os dados obtidos da produção de ramnosidase foram submetidos a análise 

de variância (ANOVA). A análise mostrou que as variáveis independentes umidade do cultivo 

e o pH da solução de nutrientes foram significativas (p<0,05) enquanto que, a granulometria 

do suporte não foi significativa, no processo, podendo ser utilizada em qualquer nível 

estudado. Ainda que outros autores tenham reportado os efeitos da granulometria dos suportes 

para produção de outras enzimas de A. niger [29-31], nenhum estudo determinou que a 

granulometria foi a variável fundamental para produção do complexo naringinase. 

Considerando a análise dos resultados do delineamento incompleto 33 de Box-Behnken, 

conduziu-se os ensaios do delineamento completo 3² fixando-se a granulometria em 1,5mm. 

As atividades da enzima estão apresentadas na Tabela 4. A melhor atividade de α-L-

ramnosidase obtida foi de 2,96 U/mL em cultivo com pH 4,0 e umidade do cultivo de 73 %. 

 

Tabela 4 

 

A significância dos efeitos das variáveis na produção de α-L-ramnosidase 

foi  analisada por análise de variância (ANOVA) e os dados estão apresentados na Tabela 5. 

A umidade e o pH do cultivo foram altamente significativas para a produção da enzima 

(p<0,05). Estudos de Singhania et al [11] e Hamidi-Esfahani et al [32] enfatizaram a 

importância dessas variáveis na produção de enzimas por A. niger. 
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Tabela 5. 

 

A superfície de resposta (Figura 6) mostra que, nos níveis estudados, a 

atividade de α-L-ramnosidase foi maior no menor valor da umidade (73 %) e no maior valor 

de pH do cultivo (4,0). 

 

Figura 6 

 

Esses resultados foram submetidos a uma análise preditiva, que estimou 

uma atividade máxima de α-L-ramnosidase 3,10 U/mL, em cultivo com umidade de 75,5 % e 

pH 4,0. Um cultivo adicional foi feito para a validação. O resultado obtido foi de 3,02 ± 0,03 

U/mL, o que corresponde à 97,4 % do valor esperado, comprovando a eficácia preditiva do 

modelo, confirmando a determinação das condições ótimas do cultivo.  

Tem sido reportado que, para fungos filamentosos, baixas umidades (40-60 

%) são adequadas para produção enzimática [33]. Entretanto, os resultados obtidos no 

presente trabalho mostraram que a umidade de 75,5 % proporcionou a melhor produção de α-

L-ramnosidase. Essa alta produção da enzima em elevada umidade está em concordância com 

Singhania et al [11], que afirmaram quem baixas umidades reduzem a acessibilidade de 

nutrientes resultando em diminuição de crescimento.  

O valor ótimo encontrado para pH foi de 4,0. Trabalhos recentes têm 

relatado que a produção de α-L-ramnosidase por Aspergillus é favorecida em valores de pH 

entre 4-6,5 [7,31,34].  

O valor máximo de 3,02U/mL deste trabalho foi superior ao de Mendoza-

Cal et al. [10] que usaram casca de pomelo como suporte. Esses autores conseguiram 2,58 

U/mL de produção após otimizar o pH, a atividade de água e a temperatura do cultivo. A 

produtividade obtida neste trabalho foi superior à de Elinbaum et al. [9] que usaram bagaço de 

cana-de-açúcar como suporte. 

Com a aplicação de metodologia estatística, obteve-se um valor 37 % maior 

que aquele obtido com o delineamento de mistura para produção dessa importante enzima de 

potencial biotecnológico. 
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Legenda das Figuras e Tabelas 

 

Tabela 1 – Atividade de α-L-ramnosidase em diferentes suportes de acordo com delineamento 

de misturas.  

Tabela 2 – Valores de α-L-ramnosidase, açúcar total inicial, consumo de açúcar e invertase 

dos ensaios 1, 2, 3 e 4.  

Tabela 3 – Variáveis e níveis testados no delineamento incompleto 33 de Box-Behnken. 

Tabela 4 – Atividades de α-L-ramnosidase para o delineamento completo 3² de Box-Behnken. 

Tabela 5 – Análise de variância (ANOVA) para as atividades de α-L-ramnosidase obtidas 

pelo delineamento completo 3² de Box-Behnken. 

 

Figura 1 – Delineamento experimental simplex centróide para 3 componentes. 

Figura 2 – Cinética do ponto central do delineamento de misturas para produção de α-L-

ramnosidase.  

Figura 3 – Curva de contorno resultante da influência dos suportes sobre a atividade de α-L-

ramnosidase.  

Figura 4 – Otimização da produção de α-L-ramnosidase utilizando o aplicativo Statistica 

v.9.0.  

Figura 5 – Comparação da produção de α-L-ramnosidase nas diferentes condições de cultivo 

do delineamento Box-Behnken 33.  

Figura 6 – Superfície de resposta resultante da influência da interação entre pH e umidade na 

atividade de α-L-ramnosidase segundo planejamento Box-Behnken 3² 
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TABELAS  
 
Tabela 1 

 
*quantidade (g) do suporte capaz de absorver 12 mL da solução de nutrientes  
**x1 bagaço de cana-de-açúcar, x2 casca de soja e x3 palha de arroz 
 

Tabela 2 

 
 

Tabela 3 
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Tabela 4 

 
 

Tabela 5 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  61

FIGURAS 
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Figura 3 

 
 

Figura 4 
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Figura 5 

 
 

Figura 6 
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ANEXO A 

Normas para submissão de artigo para a revista Process Biochemistry 
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