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MACHADO, Robson Alessandro Mattos. Produção de Naringinase por 
Aspergillus niger 426 na Fermentação de Diferentes Fontes de Carbono e 
Nitrogênio.  2007.  76f.  Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2007. 
 
 

RESUMO 
 
 
A produção de cítricos e de suco de laranja congelado concentrado é de grande 
importância comercial para o Brasil. O amargor, quando em excesso, é o principal 
depreciador do valor do suco no mercado. A naringinase, um complexo enzimático 
que degrada a naringina, tem potencial aplicação para a remoção do amargor. 
Nesse trabalho foi estudada a produção de naringinase por Aspergillus niger pela 
fermentação de sacarose, naringina, melaço e garapa de cana-de-açúcar, 
suplementada de peptona e nitrato de sódio. Naringina, quando utilizada no meio de 
cultivo como indutor, foi adicionada em dose única ou fracionada. O meio basal 
continha (g/L): KH2PO4 1,0; KCl 0,5; MgSO4.7H2O 0,5 e FeCl3 0,1. As fermentações 
foram conduzidas em frascos erlenmeyers de 500mL com 100mL de meio de cultivo, 
pH inicial de 4,5, inóculo de 106esporos/mL, 28°C e 180rpm. O melaço foi mais 
eficiente quando utilizado em baixas concentrações para produção de naringinase, 
enquanto que em elevadas concentrações aumentou apenas a produção de 
invertase. O maior valor de naringinase de 178,6mUI/mL foi alcançado com a 
combinação de melaço (3g/L), peptona (10g/L) e naringina (0,5g/L). A adição 
fracionada de naringina como indutor não melhorou a produção e, portanto, não é 
recomendada. A. niger demonstrou potencial promissor, como ferramenta 
biotecnológica, para produção de naringinase utilizando substrato de bom custo-
benefício. 
 
 
Palavras-chave: Naringinase. Melaço. Aspergillus niger. Indução. 
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MACHADO, Robson Alessandro Mattos. Naringinase production by Aspergillus 
niger in the fermentation of different carbon and nitrogen sources.  2007.  76f. 
Dissertation (Master’s Degree Dissertation) – State University of Londrina, Londrina, 
2007. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Citrus fruit and frozen concentrated orange juice production is of great commercial 
importance for Brazil. Excessive bitterness is the main depreciator of juice value on 
the market. Naringinase, an enzymatic complex that degrades naringin, has potential 
application for debittering. This study investigated naringinase production by 
Aspergillus niger through sucrose, naringin, molasses and sugarcane juice, 
supplemented with peptone and sodium nitrate. Naringin, when used in the culture 
medium as inducer, was added in a single or fractioned doses. The base culture 
medium contained (g/L):1.0 KH2PO4; 0.5 KCl; 0.5 MgSO4.7H2O and 0.1 FeCl3. The 
fermentations were carried out in 500mL Erlenmeyer flasks with 100mL culture 
medium, at initial pH 4.5, inoculum with 106esporos/mL, 28°C and 180rpm. The 
molasses was more efficient when used at low concentrations for naringinase 
production, while at high concentrations it only increased invertase production. The 
greatest naringinase value of 178.6mUI/mL was attained with a combination of 
molasses (3g/L), peptone (10g/L) and naringin (0.5g/L). The fractioned addition of 
naringin as inducer did not improve production and therefore it is not recommended. 
Aspergillus niger showed promising potential as a biotechnological tool for 
naringinase production using a low-cost substrate. 
 
 
Keywords: Naringinase. Molasses. Aspergillus niger. Induction. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Frutas cítricas, em sua grande maioria laranjas, são umas das mais 

produzidas no mundo. Em 2005, cerca de 9,0% da produção mundial de frutas foi de 

laranjas, sendo essa fruta a quarta mais produzida. O Brasil mantém a posição de 

maior produtor mundial de laranja e o setor exportou US$790 milhões em 2005. 

A laranja é apreciada no mundo todo. Entretanto, a presença de uma 

grande concentração de naringina, composto responsável pelo sabor amargo 

característico do suco, deixa-o com sabor desagradável e pouca aceitação por parte 

do consumidor, diminuindo seu valor de mercado.  

Algumas técnicas físico-químicas têm sido propostas para remoção 

do amargor dos sucos cítricos. Mas estas incluem etapas que alteram as 

características organolépticas dos sucos e assim têm aplicação limitada. Entretanto, 

destacam-se, as técnicas enzimáticas para a remoção do amargor, como a adição 

de naringinase aos processos. 

A naringinase, um complexo enzimático com atividade de α-L-

ramnosidase (EC 3.2.1.40) e β-D-glucosidase (EC 3.2.1.21), apresenta potencial de 

aplicação na produção de ramnose, prunina e antibióticos, no realce do aroma de 

vinhos e na indústria de sucos cítricos por degradar a naringina, formando 

compostos menos amargos. 

A produção de naringinase por fermentação fúngica é interessante 

devido à possibilidade de utilização de substratos como o melaço e a garapa, uma 

vez que são matérias-primas da agroindústria, de bom custo-benefício e de grande 

disponibilidade no Brasil.  

O fungo filamentoso Aspergillus niger, um dos mais comuns do 

gênero Aspergillus, causa bolores negros em certas frutas e vegetais. Em processos 

biotecnológicos, A. niger se destaca por produzir diversos compostos de interesse, 

entre eles a naringinase. 

O presente trabalho utilizou A. niger na fermentação de diferentes 

fontes de carbono e nitrogênio para produção de naringinase.  
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

 

Produzir naringinase utilizando Aspergillus niger 426 na fermentação 

de substratos alternativos. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

Estudar as fontes de carbono naringina, sacarose, melaço de cana-

de-açúcar e garapa para a produção de naringinase. 

Avaliar as fontes de nitrogênio peptona e nitrato de sódio para a 

produção de naringinase. 

Determinar as melhores concentrações das fontes de carbono e de 

nitrogênio para a produção de naringinase. 

Testar a ação indutora da naringina e repressora da sacarose na 

produção de naringinase. 

Comparar a adição do indutor em dose única e fracionada na 

produção de naringinase. 

Acompanhar as atividades de naringinase e invertase durante os 

cultivos. 

Medir a biomassa produzida e o pH no final do cultivo. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

3.1 SUCOS CÍTRICOS 
 

 

3.1.1 Produção e Mercado 
 

 

Frutas cítricas são umas das mais produzidas no mundo. Laranjas 

representam a grande maioria da produção, que chegou a 9,0% do total de frutas 

produzidas mundialmente em 2005. O Brasil mantém a posição de maior produtor e 

exportador mundial de laranja, cuja área cultivada é de 820 mil hectares dos quais 

77% estão na Região Sudeste. Essa cultura correspondeu a 49% de toda a 

produção brasileira de frutas em 2003 (FUNDECITRUS, 2004). 

Segundo Neves et al. (2001), aproximadamente 72% das laranjas 

produzidas são transformadas em suco. Nesse setor, o Brasil também lidera, tendo 

sido responsável em 2000 por 47% da fabricação e 83% do total de exportação 

mundial de suco de laranja concentrado congelado. Segundo mapeamento recente, 

o sistema citrícola representa 1,87% da pauta total de exportações brasileiras e 

4,47% das exportações de agronegócios (FUNDECITRUS, 2004). Apenas para o 

suco de laranja concentrado congelado, as exportações foram de US$910, 789 e 

796 milhões em 2003, 2004 e 2005 respectivamente. Para 2006, até setembro, 

US$681 milhões foram negociados no mercado externo, contra US$603 milhões no 

mesmo período de 2005. 

No Paraná foram exportados US$12,03 milhões em suco de laranja 

concentrado congelado em 2005. Outros US$12,27 milhões já foram negociados até 

setembro de 2006, o que indica um aquecimento no mercado citrícola. Apenas para 

os cooperados da COROL (Cooperativa Agropecuária de Rolândia Ltda), a 

citricultura ocupa 3.200 hectares e produz 1,5 milhões de caixas por ano. Quando 

todos os pomares estiverem na fase adulta, em 2006, a produção chegará a 4 

milhões de caixas/ano (OLIVEIRA, 2003). 
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3.1.2 Sabor Amargo 
 

 

A Laranja e o seu suco são apreciados no mundo todo. Um leve 

sabor amargo é característico e aceitável na fruta e no suco. Entretanto, o excesso 

de amargor, causado pela presença de uma grande concentração de naringina, 

desagrada o consumidor. Frutas e sucos muito amargos têm pouca aceitação e 

baixo valor de mercado. 

O sabor amargo em excesso nos alimentos tende a ser interpretado 

como perigo e com fundamentação fisiológica. Gorduras rançosas, proteínas 

hidrolisadas, alcalóides derivados de plantas e outras toxinas geralmente possuem 

um sabor amargo desagradável (MAGA, 1990).  

O limiar de detecção para o sabor amargo é extremamente baixo. 

Compostos amargos, alguns letais, são detectados por humanos em quantidades 

micromolares (HLADIK e SIMMEN, 1996; MCBURNEY, 1978). No entanto, segundo 

Glendenning et al. (1994) não existe relação direta entre amargor e toxicidade.  

Os principais compostos que conferem sabor amargo aos sucos 

cítricos são limonóides e flavonóides. Mais de 37 limonóides são encontrados em 

sucos cítricos. Entre eles os mais amargos são nomilina, ichangina, ácido nomilínico 

e limonina, sendo o último o principal responsável pelo chamado amargor tardio dos 

sucos cítricos. Um precursor sem sabor da limonina é liberado quando o tecido da 

fruta sofre injúria e é gradualmente convertido em limonina caracterizando o amargor 

tardio (SINGH, 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. Naringina e neohesperidina 

são muito amargas, enquanto hesperidina não possui sabor. As concentrações de 

naringina são mais altas em folhas jovens e no albedo dos frutos imaturos (DEL RIO 

et al., 1998). Apesar de certa quantidade de naringina, aproximadamente 0,4g/L, ser 

comum no suco de laranjas do tipo pomelo, as frutas colhidas precocemente podem 

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

O amargor devido a flavonóides e limonóides representa um grande 

problema para a indústria de sucos cítricos. 

Algumas técnicas foram propostas para remoção do amargor do 
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suco. Chandler et al. (1968) conseguiram amenizar o amargor do suco de laranjas 

navel por adsorção em poliamidas e polímeros de nylon. Também por adsorção, 

McColloch (1950) diminuiu o amargor utilizando carbono ativado, mas o suco 

ganhava um sabor desagradável devido aos compostos sulfíticos. 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. Shaw e Wilson (1983) removeram a naringina e a limonina de soluções 

aquosas e de sucos filtrados de laranja e uva utilizando polímeros de β-ciclodextrina. 

Resultados semelhantes foram alcançados com α-ciclodextrina por Shaw et al. 

(1984). Embora alcançando resultados positivos quanto a remoção do amargor, 

todas essas técnicas propostas alteram as características organolépticas padrão dos 

sucos e por esse motivo têm aplicação limitada. 

Coghlan (1997) descreveu um processo que utiliza cromatografia de 

fluxo radial para remoção do amargor de sucos. Em comparação com processos 

tradicionais de cromatografia, o sistema de fluxo radial é mais rápido e opera em 

pressões mais baixas. A resina, nesse processo patenteado, captura a naringina do 

suco quando este passa pelo sistema. O suco processado possui o sabor e outras 

características desejáveis, mas não o sabor amargo. Entretanto, segundo Puri e 

Banerjee (2000) a aceitação comercial do processo ainda precisa ser estabelecida. 

Diante das limitações de eficiência e custo de implantação no uso 

dessas tecnologias na indústria de sucos, uma técnica mostra-se promissora: a 

retirada do amargor do suco pela naringinase. 

 

 

3.2 NARINGINASE 
 

 

Historicamente, a naringinase foi isolada de fontes vegetais como 

sementes de salsão e folhas de pomelo (HALL, 1938). Thomas et al. (1958) 

conseguiram obter extratos brutos de fermentação microbiana com atividade de 

naringinase. Esses extratos apresentaram pH ótimo entre 5 e 6 e podiam 

permanecer por 4h a 60°C perdendo apenas 16% da atividade. Os extratos 

guardados a 5°C não perderam atividade mesmo depois de um ano.  

Mais tarde, Okada et al. (1963) purificaram naringinase e reportaram 
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as propriedades da mesma. Utilizando esse estudo como base, a companhia 

Tanabe Pharmaceuticals estabeleceu um processo para produção de um preparado 

de naringinase que foi comercializado com o nome de Kumitanase. Smythe e 

Thomas (1960) submeteram uma patente nos Estados Unidos que descreve a 

produção de naringinase. Outras patentes para produção de naringinase foram 

submetidas no Japão (ITO e TAKIGUCHI, 1970; FUKUMOTO e OKADA, 1973) e 

Alemanha (HOECHST, 1994). Atualmente, a naringinase disponível comercialmente 

é produzida por Penicillium decumbers. 

A naringinase é um complexo enzimático composto de uma α-L-

ramnosidase (EC 3.2.1.40) e uma β-D-glucosidase (EC 3.2.1.21) (SORIA et al., 

2004). Essa enzima catalisa a conversão de naringina em naringinina em um 

processo de duas etapas (Figura 1). O substrato naringina (4´-5,7´-

trihidroxiflavonona-7-ramnoglucosideo) é hidrolisado pela porção α-L-ramnosidase 

para produzir ramnose 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).  

 

 

 

Nari gina n

 

α-L-ramnosidase 
Prunina 

β-D-glucosidase 

Prunina Naringinina 
Glucose 
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Figura 1 – Etapas da degradação da naringina pelo complexo naringinase

(NOROUZIAN et al., 2000). 
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Por degradar a naringina em prunina e naringinina, compostos 

menos amargos, a naringinase tem potencial aplicação na indústria de sucos 

cítricos. A naringinina tem apenas um terço do amargor da naringina, no entanto a 

prunina é menos amarga que a naringinina. Sendo assim, apenas a primeira reação 

é essencial para a remoção do amargor causado pela naringina, o que justifica um 

maior interesse na atividade de α-L-ramnosidase quando o objetivo é a remoção do 

amargor pela degradação da naringina.  

Com o objetivo de obter e caracterizar extratos enzimáticos com 

atividade apenas de α-L-ramnosidase, técnicas cromatográficas têm sido usadas 

para separar as duas enzimas do complexo enzimático e as principais 

características físico-químicas de α-L-ramnosidase têm sido investigadas. 

Manzanares et al. (1997) utilizaram cromatografia de troca iônica 

para separar, purificar e caracterizar naringinase de A. niger com ênfase na atividade 

de α-L-ramnosidase. A enzima de massa molar de 85kD apresentou pH ótimo de 4,5 

e 90% da sua atividade máxima era mantida na faixa de pH de 3,5 a 5,0. A enzima 

se mostrou estável por mais de 8h nessa faixa de pH a 30°C. A temperatura ótima 

em pH 4,5 foi de 65°C, sendo que, nessa temperatura a enzima mantinha 60% da 

atividade após uma hora de incubação. 

Soria et al. (1999), após precipitação com sulfato de amônio, 

utilizaram cromatografia de troca iônica e de exclusão molecular para purificar 

naringinase com interesse na atividade de α-L-ramnosidase de Aspergillus terreus. A 

massa molar da enzima era de 89kD. O pH e temperatura ótimos foram de 5,5 e 

60°C respectivamente.  

Yanai e Sato (2000) utilizaram várias etapas para conseguir uma 

fração pura de α-L-ramnosidase do complexo naringinase. O extrato bruto do cultivo 

da bactéria Pichia angusta foi precipitado por sulfato de amônio após lise das 

células, concentrado por ultrafiltração e aplicado a uma série de colunas 

cromatográficas para purificação. Os autores conseguiram uma purificação de 50 

vezes e uma recuperação de 2,5% do total de atividade de α-L-ramnosidase. A 

massa molar da enzima obtida foi de 88kD, o pH ótimo foi de 6,0 e esta apresentou 

boa estabilidade na faixa de pH 5,0 a 7,0 a 40°C. A temperatura ótima foi de 40°C 

com mais de 70% de estabilidade, no entanto apenas 10% da atividade era mantida 

em pH menor que 3,8. 

Manzanares et al. (2000) utilizaram cromatografia de exclusão 
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molecular para separar e purificar naringinase produzida por Aspergillus nidulans 

com objetivo de estudar a atividade de α-L-ramnosidase. A enzima purificada teve 

massa molar de 102kD, pH ótimo na faixa de 4,5 a 6 e mais de 95% da atividade era 

mantido na faixa de pH 4,0 a 7,0. Já em pH 3,5 apenas 55% da atividade era 

mantido. Após 24h de incubação, a enzima permaneceu estável em pH 4,5, no 

entanto apenas 40% era mantido em pH 4,0. A temperatura ótima em pH 5,0 foi de 

60°C. 

Orejas et al. (1999) caracterizaram naringinase de A. nidulans 

também com interesse na atividade de α-L-ramnosidase. Os autores encontraram 

apenas uma banda com atividade de α-L-ramnosidase utilizando eletroforese em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE). A massa molar da enzima foi de 90kD e esta teve 

uma faixa de pH ótimo entre 4,5 a 8,0, temperaturas ótimas entre 40 e 50°C e boa 

estabilidade (6 horas) entre 20 e 40°C. No entanto, a mesma perdeu mais de 90% 

da atividade após uma hora de incubação a 60°C. 

Norouzian et al. (2000) utilizaram apenas precipitação para separar 

naringinase de Penicillium decumbers. Para tanto os autores utilizaram isopropanol 

na proporção de 1:1 com o sobrenadante, assim conseguiram uma purificação de 25 

vezes e uma recuperação de 34,6% do total de naringinase. A atividade de 

naringinase parcialmente purificada teve pH e temperatura ótimos de 4,5 e 55°C.  

A porção α-L-ramnosidase da naringinase tem especificidade relativa 

e degrada outros compostos. Por esse motivo, outras atividades de naringinase com 

aplicação comercial têm sido estudadas.  

Daniels et al. (1990) descreveram a utilização da atividade de α-L-

ramnosidase de naringinase para a produção de ramnose a partir de naringina. 

Ramnose, um intermediário quiral de sínteses orgânicas, é usada como componente 

de fármacos, realçador de sabor e defensivo agrícola. Os autores utilizaram uma 

mistura parcialmente purificada com alta atividade de α-L-ramnosidase e baixa 

atividade de β-D-glucosidase. Por outro lado, Roitner et al. (1984) descreveram a 

produção de prunina, o segundo composto formado pela hidrólise da naringina pela 

α-L-ramnosidase de naringinase. A prunina possui atividade anti-viral e 

antiinflamatória, além de poder ser utilizada como adoçante para diabéticos. 

 Sankyo (1988) patenteou um processo no qual a atividade de α-L-

ramnosidase da naringinase catalisa a deglicosilação parcial dos glicopeptídeos 

cloropolisporina A, B e C de Faenia interjecta. Esses glicopeptídeos parcialmente 
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deglicosilados possuem grande atividade antibiótica contra bactérias gram-positivas, 

incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina, um dos principais 

responsáveis por diversos surtos de infecção hospitalar. 

Caldini et al. (1994) conduziram estudos sobre a aplicação de 

enzimas na melhoria de vinhos. Nesses estudos, A. niger produziu uma mistura de 

enzimas contendo ambas as atividades de naringinase (α-ramnosidase e β-

glucosidase) e β-arabinosidase em uma proporção considerada apropriada para o 

realce do aroma de vinho.  

Outra possível aplicação foi estudada por Elujoba e Hardman (1987). 

Esses autores imobilizaram naringinase para hidrolisar um preparado de sementes 

de feno grego (Trigonella foenum-graecum). Um dos produtos dessa hidrólise, a 

diosgenina, constitui um precursor na preparação de drogas esteróides de uso 

clínico. 

 

 

3.3 ASPERGILLUS NIGER 
 

 

3.3.1 Características e Aplicações 
 

 

O A. niger possui colônias com conídios globosos de 4 a 5µ de 

diâmetro, cabeças conidiais radiadas, de cor marrom escuro a preto, micélio branco 

a amarelo e esterígmas bisseriados (KLICH e PITT, 1988). Ele é classificado como 

deuteromiceto devido à não existência ou evidência de ciclo sexual. Segundo 

Schuster et al. (2002) A. niger pode ser considerado como “GRAS” (generally 

regarded as safe - geralmente considerado como seguro) desde que linhagens não 

patogênicas e não toxigênicas e boas práticas de produção sejam utilizadas. Dessa 

maneira, a espécie se destaca na produção de diversas enzimas com aplicação 

comercial conforme destaca a Tabela 1. 
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Tabela 1 – Algumas enzimas produzidas por A. niger com relevância comercial e 

suas aplicações 

Classe da 
Enzima 

Setor da 
indústria 

Aplicação Referência

Protease Detergentes Remoção de manchas de proteínas Couri et al., 2000 
 Alimentação Produtos infantis (hipoalergênicos)  
 Papel e celulose Remoção de biofilmes   
 Couro Purga do couro  
Celulase Detergentes Limpeza, descoloração Kang et al., 2004 
 Têxtil Amaciamento de tecidos de algodão  
 Papel e celulose Remoção de tinta, modificação das fibras  
Lipase Detergentes Remoção de manchas de gordura Mahadik et al., 2002 
 Alimentação Realce do sabor de queijos  
 Gorduras e óleos Transesterificação   
Amilase Detergentes Remoção de manchas de amido Hernández et al., 2006 
 Panificação Aumenta maciez e volume do pão  
 Bebidas Tratamento de sucos, cerveja light  
Invertase Panificação Produção de açúcar invertido Ashokkumar et al., 2001 
 Alimentação Produção de xarope rico em frutose  
 Saúde Higiene bucal  

 

 

Além disso, vários outros metabólitos de A. niger são de interesse 

humano como ácidos orgânicos (SCHUSTER et al., 2002), anticorpos (WARD et al., 

2004), fármacos (SEKHAR RAO et al., 2005) e pigmentos (ZAJIC e KUEHN, 1962). 

 

 

3.3.2 Meios Utilizados Para Cultivo 
 

 

3.3.2.1 Substratos alternativos 
 

 

A. niger, além de ser cultivado em meio mínimo, tem a versatilidade 

de utilizar substratos que aumentam o custo-benefício, como resíduos da 

agroindústria, para a produção de diferentes metabólitos, agregando valor aos 

mesmos. 

Leonel e Cerada (1995) utilizaram a manipueira, resíduo líquido 

resultante da prensagem da massa ralada de mandioca, como suplemento na 

biossíntese de ácido cítrico por A. niger. Os autores não encontraram diferença 

significativa na produção de ácido cítrico no meio com manipueira quando 

comparada com a produção com os meios sintéticos tradicionais, o que favorece o 

uso desse substrato devido ao seu baixo custo.  
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Menezes et al. (2005) utilizaram resíduos de maracujá como 

suplemento, e farelo de trigo como suporte e fonte de carbono para produção de 

poligalacturonase em fermentação em estado sólido por A. niger. Os autores 

estudaram diferentes proporções de resíduo de maracujá e farelo de trigo. O resíduo 

de maracujá apresentou potencial de aplicação na produção de poligalacturonase 

por aumentar a atividade de 5,77U/mL para 8,40U/mL quando presente no meio em 

proporção de 25% para 75% de farelo de trigo. 

Asther et al. (2002) avaliaram polpa de beterraba em fermentação 

submersa e em estado sólido para produção de feruloil esterase por A. niger. Os 

autores obtiveram uma produção maior na fermentação em estado sólido (9,6nkat/g 

de substrato seco) quando comparada com a fermentação submersa (2,26nkat/g de 

substrato seco). 

Panarotto et al. (2003) fizeram uso de cascas de limão para 

produção de exo-poligalacturonase em fermentação em estado sólido por A. niger. 

Os autores compararam o papel indutor do resíduo casca de limão com pectinas 

cítricas comerciais, utilizando farelo de trigo como suporte e principal fonte de 

carbono na fermentação em estado sólido. A casca de limão mostrou melhores 

atividades (70,5U/g de matéria seca) do que as pectinas comerciais (34,7 e 35,3U/ g 

de matéria seca). 

Couri et al. (2000) estudaram a produção de poligalacturonase, 

xilanase, celulase e protease de A. niger em fermentação em estado sólido nos 

substratos casca de manga, casca de banana, farelo de trigo e farelo de mandioca. 

Farelo de trigo foi o melhor substrato para a produção de poligalacturonase, xilanase 

e protease, enquanto casca de manga foi o melhor substrato para a produção de 

celulase. 

Apesar da diversidade de substratos disponíveis para utilização em 

processos biotecnológicos, melaço de cana-de-açúcar e garapa destacam-se no 

Brasil pela sua grande disponibilidade e bom custo-benefício. 
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3.3.2.2 Garapa e melaço de cana-de-açúcar 
 

 

O melaço de cana-de-açúcar é um subproduto da indústria de 

açúcar. É um liquido denso, escuro e viscoso, sendo no Brasil, utilizado pelas 

destilarias como substrato para produção de etanol. O melaço é um substrato 

prontamente disponível, apresenta alta concentração de sacarose, além de outras 

substâncias importantes para processos fermentativos, o que o torna um substrato 

amplamente utilizado. Todavia, possui alguns componentes que inibem o 

crescimento celular. Na Tabela 2 é mostrada a composição média do melaço de 

cana-de-açúcar. 

 

 

Tabela 2 – Composição do melaço de cana-de-açúcar (CURTIN, 1983) 
Composição do melaço de cana-de-açúcar 

Concentração de sólidos – Brix (°B) 79,5 
Sólidos totais (%) 75,0 
Açúcares totais (%) 46,0 
Proteínas (%) 3,0 
Extrato livre de nitrogênio (%) 63,0 
Lipídios totais (%) 0,0 
Fibras totais (%) 0,0 
Cinzas (%) 8,1 

Minerais 
Cálcio (%) 0,8 
Fósforo (%) 0,08 
Potássio (%) 2,4 
Sódio (%) 0,2 
Cloro (%) 1,4 
Enxofre (%) 0,5 

Minerais traço 
Cobre (mg/Kg) 36,0 
Ferro (mg/Kg) 249,0 
Manganês (mg/Kg) 35,0 
Zinco (mg/Kg) 13,0 

Vitaminas 
Biotina (mg/Kg) 0,36 
Colina (mg/Kg) 745,0 
Ácido pantotênico (mg/Kg) 21,0 
Riboflavina (mg/Kg) 1,8 
Tiamina (mg/Kg) 0,9 

 

 
A garapa é uma fonte renovável e relativamente barata de sacarose, 

que é obtida a partir do esmagamento da cana-de-açúcar. No Brasil é o principal 

substrato para a produção de etanol e açúcar. Na Tabela 3 é mostrada a 

composição cana-de-açúcar. 
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Tabela 3 – Composição média da cana-de-açúcar (COPERSUCAR, 2006) 
Composição média da cana-de-açúcar 

Composição Teor (%)
Água 65 - 75 
Açúcares 11 - 18 
Fibras 8 - 14 
Sólidos solúveis 12 - 23 

Principais constituintes da cana-de-açúcar 
Constituintes Sólidos solúveis (%)
Açúcares 75 a 93 
Sacarose 70 a 91 
Glicose 2,0 a 4,0 
Frutose 2,0 a 4,0 
Sais 3,0 a 5,0 
Sais de ácidos inorgânicos 1,5 a 4,5 
Sais de ácidos orgânicos 1,0 a 3,0 
Proteínas 0,5 a 0,6 
Amido 0,001 a 0,05 
Ceras e graxas 0,05 a 0,15 
Corantes 3,0 a 5,0 
 

 

3.3.3 Indução da Produção de Enzimas por Aspergillus spp 

 

 

Os microrganismos na natureza, para competir contra outras formas 

de vida e sobreviver as constantes alterações físico-químicas do ambiente, possuem 

mecanismos de regulação que controlam a produção de seus metabólitos. Dentro de 

certos limites, ocorrem variações na quantidade de metabólitos produzidos em 

conseqüência de variações da expressão gênica. Comumente a presença ou 

ausência da síntese de enzimas em uma célula microbiana depende da presença de 

um composto específico que atua como indutor ou repressor. O indutor sinaliza o 

início da produção enquanto que o repressor reprime ou interrompe a produção de 

algum metabólito: proteína estrutural ou dinâmica (p.ex. enzimas). Os processos 

fermentativos industriais procuram linhagens superprodutoras raras de metabólitos 

de interesse as quais são ainda otimizadas através da desregulação de seu 

metabolismo por diversas ações: alterações das condições de cultivo e uso de 

manipulações genéticas. Esses esforços tentam contornar os mecanismos 

regulatórios negativos e realçar os positivos. Diversas enzimas são induzidas pelo 

seu próprio substrato. Assim, o uso de indutores bem como o de repressores tem 

sido pesquisado em A. niger por diversos autores. 

Kang et al. (2004) investigaram o papel indutor de celulose e xilana 

na produção de celulase e xilanase em fermentação em estado sólido por A. niger. 
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Os autores conseguiram aumentar em 1,8 vezes a atividade de celulase e 2,8 vezes 

a atividade de xilanase, demonstraram dessa maneira o papel indutor da celulose e 

da xilana na produção de enzimas. No entanto, a suplementação do meio com palha 

de trigo diminuiu a produção das enzimas, provavelmente devido à repressão 

catabólica. Esse mecanismo regulatório assegura uma utilização seqüencial e 

organizada das fontes de carbono quando mais de uma está presente no meio, 

iniciando pelas que mais disponibilizam energia e carbono para o crescimento 

(SANCHEZ e DEMAIN, 2002). 

Mahadik et al. (2002) utilizaram diversos óleos, como fontes de 

triacilgliceróis, para induzir a produção de lipase por A. niger em fermentação 

submersa. Utilizando meio mínimo com glucose, a atividade alcançada foi de 

0,02UI/mL, enquanto que no meio mínimo com óleo de oliva era de 3,5UI/mL. 

Entretanto, no meio mínimo com óleo de oliva e sacarose foi de 6,8UI/mL. Assim, os 

resultados demonstraram o papel indutor dos triacilgliceróis, que foi potencializado 

quando existia sacarose no meio para promover um crescimento inicial.  

Ashokkumar et al. (2001) utilizando A. niger em fermentação, 

otimizaram o meio para produção de invertase com sacarose como fonte de carbono 

e indutor da produção da enzima. Aumentando a concentração de sacarose do meio 

padrão de 20g/L para 100g/L obteve-se um aumento de 18,3UI/litro/h para 

58,3UI/litro/h. 

Kona et al. (2001) estudaram o papel indutor da glucose e sacarose 

em meio suplementado com milhocina na produção de glucose oxidase por A. niger. 

Os autores verificaram que a produção de glucose oxidase era induzida por glucose 

e sacarose, enquanto que maltose, frutose, amido e melaço reprimiram a produção 

da enzima. 

Couri et al. (2000) estudaram o papel indutor da celobiose na 

produção de celulase por A. niger. Os autores verificaram que a celobiose induziu a 

produção de celulase. As atividades dessa enzima aumentaram de 2,48UI/mL para 

3,5UI/mL com a adição de celobiose 2g/L. Em contra partida, palha de trigo reduziu 

a produção de celulase, resultando em atividades sempre menores que 1,0UI/mL, 

provavelmente devido a repressão catabólica. 

Papagianni et al. (1999) pesquisaram o papel indutor do fitato na 

produção de fitase por A. niger em fermentação submersa com meio suplementado 

com palha de trigo. A adição do fitato aumentou a produção de fitase e de biomassa 
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pelo microrganismo. A atividade de fitase aumentou de 6.770 para 8.090u/L devido à 

adição de fitato na composição do meio. 

Em alguns casos, substâncias com características químicas 

semelhantes ao substrato de uma enzima podem atuar como indutores. Goto et al. 

(1998) investigaram o papel indutor de α-metil-D-glucosídeo, um análogo sintético da 

maltose, como fonte de carbono na produção de glucoamilase e α-amilase por 

Aspergillus fumigatus. Os autores verificaram um aumento na atividade de 

glucoamilase de 15U/mg para 51U/mg e de α-amilase de 6U/mg para 29U/mg 

quando maltose foi substituída pelo seu análogo. Por outro lado, glucose e rafinose 

foram repressores da produção, diminuindo as atividades para 1,5U/mg e 8,1U/mg 

respectivamente.  

A produção de naringinase também pode ser induzida pela presença 

de naringina ou de ramnose, ou sofrer repressão por alguns componentes (Puri et 

al., 2000). Alguns autores estudaram o papel indutor e repressor desses 

componentes na produção de naringinase. 

Puri et al. (2005) testaram o papel indutor da ramnose e do melaço 

na produção de naringinase por A. niger em fermentação submersa. A atividade da 

enzima quando nenhuma fonte de carbono ou nitrogênio foi utilizada foi de 

2100mUI/mL. Ramnose e melaço induziram uma atividade de 4600mUI/mL sem 

fonte de nitrogênio. Utilizando melaço, peptona induziu uma atividade de 

6500mUI/mL. Com melaço e peptona, os íons (10mM) Ca2+ e Mg2+ induziram 

atividades de 8000mUI/mL e 8580mUI/ml respectivamente. Entretanto, glucose, 

frutose, sacarose e amido foram repressores, assim como sulfato de amônio, fosfato 

de amônio e caseína. Um inóculo com menos de 72h ou menor que 7% (v/v) 

diminuíram a produção de naringinase. Adicionalmente, os íons (5mM) Cu2+, Co2+ e 

Ni2+ também tiveram papel repressor, não permitindo a produção de naringinase. 

Elinbaum et al. (2002) fizeram uso de A. terreus em fermentação em 

estado sólido em diversos suportes com naringina como indutor da produção de 

naringinase. A atividade da enzima, avaliada como α-L-ramnosidase, teve aumento 

de 2,0 para 4200mUI/ml com o aumento da concentração de naringina de 5 para 

10g/L. Entretanto, palha de trigo como suporte provavelmente agiu como fonte de 

carbono e causou repressão catabólica. 

Yadav e Yadav (2000), utilizando A. terreus, adicionaram 0,33g/L de 

naringina como indutor ao meio de cultivo contendo 40g/L de sacarose como fonte 
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de carbono. Os autores conseguiram dessa maneira, aumentar a atividade de 

naringinase, aferida pela atividade de α-L-ramnosidase de 3200 para 5700mUI/mL. 

Palha de arroz quando suplementada no meio, com ou sem naringina, propiciou 

atividades de aproximadamente 4700mUI/mL, provavelmente agindo como fonte de 

carbono o que resultou em repressão catabólica. 

Soria et al. (1999) estudaram A. terreus para produção naringinase 

em fermentação submersa com naringina ou ramnose como fontes de carbono e 

indutores. Os autores conseguiram aumentar de 1,41 para 2840mUI/mL a atividade 

da enzima, avaliada pela atividade α-L-ramnosidase, quando aumentaram a 

concentração de naringina de 5 para 20g/L. No entanto, ramnose foi um melhor 

indutor que a naringina possibilitando uma atividade de 8800mUI/mL na 

concentração de 5g/L.  

Ramnose também foi o melhor indutor nos estudos de Orejas et al. 

(1999). Esses autores utilizaram Aspergillus nidulans para produção de α-L-

ramnosidase em fermentação submersa e testaram diferentes compostos como 

fontes de carbono e indutores. Os autores conseguiram aumentar a atividade da 

enzima de 2,14mUI/mL quando o cultivo foi feito com glucose para 30,93mUI/mL 

quando naringina foi utilizada. Entretanto, ramnose aumentou para 588mUI/mL a 

atividade da enzima. Em contrapartida, arabinose, glucose, hesperidina, rutina e 

xilose foram repressores da atividade da naringinase. 

Bram e Solomons (1965) avaliaram o papel indutor da naringina na 

fermentação de milhocina e extrato de levedura por A. niger. Os autores verificaram 

o aumento da atividade de 124mUI/mL para 328mUI/mL quando adicionaram 0,5g/L 

de naringina ao meio. No entanto, a adição de pequenas quantidades de naringina 

ao longo da fermentação foi mais eficiente do que uma adição única ao início da 

fermentação, propiciando uma atividade de 440mUI/mL. 

 

 

3.4 PRODUÇÃO DE NARINGINASE 
 

 

Carbono e nitrogênio são os principais macronutrientes para os 

seres vivos. As quantidades desses compostos na nutrição afetam diretamente o 

metabolismo e dessa maneira o ciclo biológico. Além dos componentes do meio de 
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cultivo, outros fatores como temperatura, pH, velocidade de agitação, tamanho do 

inóculo, bem como a fermentação ser do tipo submersa ou em estado sólido podem 

influenciar na produção de metabólitos. Assim, devido a sua importância, esses 

fatores têm sido estudados para produção de naringinase por diversos autores. 

Puri et al. (2005) testaram as fontes de carbono (10g/L) glucose, 

frutose, ramnose, maltose, sacarose, melaço, amido e milhocina para a produção de 

naringinase por A. niger em fermentação submersa. Os cultivos eram realizados na 

temperatura de 28°C, agitação de 200rpm e pH inicial de 4,5. Foi utilizado um 

inóculo de 10% (v/v). Melaço e ramnose possibilitaram as melhores atividades de 

4,6UI/mL após 8 dias de fermentação. Dentre as diversas fontes de nitrogênio 

testadas (orgânicas e inorgânicas), peptona propiciou a melhor produção de 

naringinase (6,5 UI/mL). A adição do íon Mg2+ aumentou a produção para 8,5UI/mL. 

Elinbaum et al. (2002) estudaram a produção de naringinase por A. 

terreus em fermentação em estado sólido utilizando farelo de trigo, bagaço de cana-

de-açúcar e espuma de poliuretano como diferentes suportes. Os cultivos foram 

conduzidos em temperatura de 30°C, umidade controlada de 99%, inóculo de 109 

esporos/mL de solução nutriente e naringina (5g/L). Os melhores resultados foram 

obtidos com bagaço de cana-de-açúcar (1,7U/mL) em relação ao uso de espuma de 

poliuretano (1,25U/mL) e de farelo de trigo (1,0U/mL). Um aumento na concentração 

de naringina para 10g/L aumentou a atividade para 4,2UI/mL com bagaço de cana-

de-açúcar como suporte. Entretanto, a umidade quando reduzida de 99% para 95% 

reduziu a produção de naringinase. 

Yanai e Sato (2000) utilizaram ramnose (1%), peptona (0,5%), 

extrato de levedura (0,3%) e extrato de malte (0,3%) para a produção de naringinase 

durante 48h por 386 linhagens de leveduras. As linhagens foram cultivadas 

aerobicamente a 28°C, pH inicial de 4 e por 48h. O gênero Pichia mostrou os 

melhores resultados com 34mUI/ml e 29mUI/mL para Pichia angusta e Pichia 

capsulata respectivamente. 

Norouzian et al. (2000) utilizaram naringina ou ramnose como fontes 

de carbono para Penicillium decumbers em fermentação submersa. Os cultivos 

foram feitos na temperatura de 25°C, agitação de 250rpm, com um inóculo de 107 

esporos/mL e durante 120h. A combinação naringina (10g/L) e peptona (10g/L) foi a 

melhor encontrada pelos autores. 

Orejas et al. (1999) investigaram como fontes de carbono a 
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arabinose, glucose, hesperidina, naringina, ramnose, rutina e xilose suplementadas 

a um meio mínimo para a produção de naringinase por Aspergillus nidulans em 

fermentação submersa. Os cultivos foram feitos na temperatura de 37°C, sob 

agitação e pH inicial de 5,5. Um pré-inóculo de 18h e aproximadamente 1g de peso 

seco de micélio foi utilizado para 15mL de meio de cultivo. A ramnose foi a melhor 

fonte de carbono, com atividade de 588,320mUI/mL após 24h de cultivo. Naringina 

também foi capaz de induzir a produção, mas em menor proporção (30,935mUI/mL). 

As outras fontes foram todas repressoras da produção. 

Soria et al. (1999) estudaram ramnose e naringina como fontes de 

carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio na produção de naringinase 

por Aspergillus terreus em fermentação submersa. Os cultivos foram feitos na 

temperatura de 35°C, sob agitação de 200rpm e um inóculo de 106 esporos/mL. A 

atividade 1,41UI/mL foi atingida com naringina como fonte de carbono na 

concentração de 5g/L no oitavo dia de cultivo. Com o aumento da concentração de 

naringina para 20g/L observou-se um aumento na atividade para 2,84UI/mL no 

décimo dia. No entanto, a ramnose na concentração de 5g/L foi a melhor fonte, com 

atividade de 8,8UI/mL no nono dia.  

Bram e Solomons (1965) testaram milhocina e farelo de soja como 

fontes de carbono e como fontes de nitrogênio extrato de levedura e nitrato de sódio 

em fermentação submersa. Os cultivos foram feitos na temperatura de 30°C, 

agitação de 240rpm e pH controlado entre 5,0 e 5,5. Os autores definiram a 

combinação milhocina (4%) e extrato de levedura (4%) como melhores fontes de 

carbono e nitrogênio para a produção de naringinase por A. niger (380mUI/mL) após 

6 dias de cultivo. 

A Tabela 4 resume os resultados de produção de naringinase 

obtidos pelos autores citados. Considerando o exposto e as diversas aplicações de 

substratos alternativos, este trabalho objetivou a fermentação de melaço, garapa e 

sacarose por A. niger para a produção de naringinase, devido a importância do 

potencial uso dessa enzima para a remoção do excesso de amargor nos sucos 

cítricos e outras aplicações biotecnológicas. 
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Tabela 4 – Resumo dos resultados de produção de naringinase obtidos por 

diversos autores. 

Autores Atividade de naringinase (mUI/mL) 
Puri et al. (2005) 8.500 
Elinbaum et al. (2002) 4.200 
Yanai e Sato (2000) 34 
Orejas et al. (1999) 588 
Soria et al. (1999) 8.800 
Bram e Solomons (1965) 380 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 MATERIAIS 
 

 

4.1.1 Microrganismo 
 

 

A. niger 426 foi isolado de ameixa seca pelo ITAL (Instituto de 

Tecnologia de Alimentos), identificado e cedido gentilmente pela Professora Maria 

Helena Fúngaro do Departamento de Biologia Geral do Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL). 

 

 

4.1.2 Melaço de Cana-de-açúcar e Garapa 
 

 

O melaço safra 2003 foi gentilmente cedido pela Usina de Açúcar e 

Álcool da COROL (Cooperativa Agropecuária de Rolândia Ltda) e apresentou 60% 

de açúcares totais. 

A garapa foi adquirida no comércio local e apresentou 17,5% de 

açúcares totais. 

Os valores de melaço e garapa apresentados na composição dos 

meios são referentes aos açúcares totais. 

 

 

4.1.3 Meios de Cultivo 
 
 

4.1.3.1 Meio de manutenção e inóculo 
 

 

A composição do meio de manutenção e inóculo, meio batata-
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dextrose-ágar (BDA), está apresentada na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Composição dos meios de manutenção e inóculo. 

Composição Concentração (g/L)
Infusão de batata 4,0 

Glucose 20,0 
Ágar 15,0 

 

 

4.1.3.2 Fermentação de naringina e sacarose 
 

 

A composição dos meios de fermentação de naringina e sacarose 

está indicada na tabela a seguir. 

 

 

Tabela 6 – Composição dos meios de fermentação de naringina e sacarose. 

Composição Concentração (g/L) 
 Meio I Meio II Meio III 
Naringina 10,0 - 5,0 
Sacarose - 10,0 5,0 
KH2PO4 1,0 1,0 1,0 
KCl 0,5 0,5 0,5 
MgSO4.7H2O 0,5 0,5 0,5 
FeCl3.6 H2O 0,175 0,175 0,175 
Peptona 10 10 10 

 

 

4.1.3.3 Fermentação de melaço, garapa, peptona e nitrato de sódio combinados 
 

 

A composição do meio de fermentação de melaço, garapa, peptona 

e nitrato de sódio combinados, está apresentada na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Composição dos meios de fermentação de melaço, garapa, 

peptona e nitrato de sódio 

Meios  Componentes 
(g/L) 1 2 3 4 5 6 

Melaço 10,0 10,0 - - 5,0 5,0 
Garapa - - 10,0 10,0 5,0 5,0 
Peptona 10,0 - 10,0 - 10,0 - 
NaNO3 - 10,0 - 10,0 - 10,0 
KH2PO4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

KCl 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
MgSO4.7H2O 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
FeCl3.6 H2O 0,175 0,175 0,175 0,175 0,175 0,175 

Naringina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
 
 
4.1.3.4 Fermentação de melaço em diferentes concentrações 

 

 

A composição dos meios de fermentação de melaço em diferentes 

concentrações está apresentada na tabela a seguir. 

 

 

Tabela 8 – Composição dos meios de melaço em diferentes concentrações 

Composição Concentração (g/L)
Melaço 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 
Peptona 10,0 
KH2PO4 1,0 

KCl 0,5 
MgSO4.7H2O 0,5 
FeCl3.6 H2O 0,175 

Naringina 0,5 
 

 

4.1.3.5 Fermentação de peptona em diferentes concentrações 
 

A composição dos meios de fermentação de peptona em diferentes 

concentrações está apresentada na Tabela 9. 
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Tabela 9 – Composição dos meios de fermentação de peptona em diferentes 

concentrações 

Composição Concentração (g/L) 
Peptona 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0
Melaço 3,0 
KH2PO4 1,0 

KCl 0,5 
MgSO4.7H2O 0,5 
FeCl3.6 H2O 0,175 

Naringina 0,5 
 

 

4.1.3.6 Fermentação de peptona e melaço com diferentes formas de indução 
 

 

A adição do indutor foi de forma única ou fracionada. A composição 

do meio de fermentação de peptona e melaço com adição única está apresentada 

na tabela a seguir.  

 

 

Tabela 10 – Composição dos meios de fermentação de peptona e melaço com 

adição única de naringina 

Composição Concentração (g/L)
Peptona 10,0 
Melaço 3,0 
KH2PO4 1,0 

KCl 0,5 
MgSO4.7H2O 0,5 
FeCl3.6 H2O 0,175 

Naringina 0,5 
 
 

Nos experimentos em que a naringina foi adicionada 

fracionadamente, a composição dos meios é a descrita na Tabela 10 exceto que não 

continha naringina. Utilizou-se uma solução aquosa de naringina 10g/L.  
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4.2 MÉTODOS 
 
 

4.2.1 Preparo de Meios de Cultivo 
 
 

4.2.1.1 Manutenção e inóculo 
 

 

Os componentes da tabela 4 eram solubilizados em água destilada 

nas concentrações indicadas e alíquotas de 5mL e de 20mL eram distribuídas 

respectivamente em tubos de ensaio e em erlenmeyers de 250mL de capacidade. 

Em seguida, os frascos eram autoclavados por 20 minutos a 121°C. Os tubos de 

ensaio eram acomodados em posição inclinada até solidificação e então os frascos 

eram estocados em câmara fria a 4°C para posterior utilização. 

 

 

4.2.1.2 Meios de fermentação 
 

Os componentes das tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 eram solubilizados em 

água destilada nas concentrações indicadas, o pH era corrigido para 4,5 com HCl 

1M ou NaOH 4M e alíquotas de 100mL eram distribuídas em erlenmeyers de 500mL. 

Em seguida, os frascos eram 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 Manutenção do Microrganismo 
 

 

Para manutenção, A. niger era repicado a cada 30 dias em tubos 

com o meio de manutenção conforme descrito no item 4.1.3.1. Em seguida procedia-

se a incubação a 28°C por 72h. Então os tubos eram armazenados em câmara fria a 

4°C. 
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4.2.3 Preparo de Inóculo 
 

 

O fungo era repicado de tubos de manutenção em três frascos 

erlenmeyer de 250mL contendo 20mL meio de inóculo sólido BDA, descrito na 

Tabela 4, e levado à estufa por 72h para formação de esporos. Após esse tempo, 

50mL de TWEEN 80 0,1% (v/v) autoclavados eram adicionados ao primeiro dos três 

erlenmeyers e levemente homogeneizados. A suspensão de esporos era transferida 

do primeiro erlenmeyer para o segundo e novamente homogeneizado. A suspensão 

era então transferida para o terceiro erlenmeyer e por ultimo transferida para um 

tubo de ensaio. Em seguida era retirada uma alíquota da suspensão e procedia-se a 

contagem de esporos em câmara de Neubauer. Então, preparava-se um volume de 

suspensão de esporos para obter um inóculo de 106 esporos/mL. O volume final do 

inóculo era sempre menor que 1mL (Figura 2). 

 

 

4.2.4 Fermentações 
 

 

Os experimentos foram realizados em triplicatas, utilizando os meios 

descritos nas Tabelas 5; 6; 7; 8 e 9 e preparados segundo metodologia descrita no 

item 4.2.1.2. As fermentações eram conduzidas em mesa rotatória tipo shaker com 

agitação de 180rpm e temperatura controlada a 28°C. 

Na fermentação de peptona e melaço, com adição fracionada de 

naringina, foram conduzidos quatro experimentos e cada fração era de 1mL de 

naringina aquosa (10g/L). No primeiro experimento as frações foram adicionadas 

nos tempos (0h, 24h, 48h, 72h, e 96h); no segundo nos tempos (24h, 48h, 72h, 96h 

e 120h); no terceiro nos tempos (48h, 72h, 96h, 120h e 144h) e no quarto nos 

tempos (72h, 96h, 120h, 144h e 168h). Assim, a concentração total de naringina 

adicionada aos meios de cultivo foi de 0,5g/L, conforme a Tabela 11. A adição das 

parcelas de naringina foi realizada em condições assépticas. 
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Tabela 11 – Adição das frações de naringina (g/L) nos diferentes tempos de 

fermentação 

Frascos de fermentação (triplicatas) Tempo de 
fermentação 

(h) 1 2 3 4 
0 0,1 - - - 

24 0,1 0,1 - - 
48 0,1 0,1 0,1 - 
72 0,1 0,1 0,1 0,1 
96 0,1 0,1 0,1 0,1 

120 - 0,1 0,1 0,1 
144 - - 0,1 0,1 
168 - - - 0,1 

 

 

4.2.5 Amostragem dos Cultivos 
 

 

Amostras de 1,2mL dos cultivos eram retiradas em condições 

assépticas, a cada 24h no decorrer das fermentações. As amostras eram 

centrifugadas por 15 minutos a 20.000g e 4°C. O sobrenadante era utilizado para as 

determinações analíticas de: atividade de naringinase, atividade de invertase e 

açúcares redutores totais (Figura 2). 
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4.2.6 Determinações Analíticas 
 

 

4.2.6.1 Atividade de naringinase 
 

 

A atividade da naringinase foi determinada segundo uma adaptação 

do Método de Davis (DAVIS, 1947). A mistura de reação era composta de 0,8mL de 

naringina a 1g/L pipetada em tubo de ensaio previamente contendo 0,5mL de 

tampão acetato de sódio 0,1M (pH 4,0) e 0,1mL de sobrenadante do cultivo. O 

branco da reação era composto de 0,8mL de água destilada e 0,6mL do mesmo 

tampão. Brancos do substrato e do sobrenadante também foram preparados para 

todos os experimentos. Essas misturas eram então incubadas a 50°C por uma hora. 

Em seguida efetuava-se a transferência de alíquota de 0,1mL em tubos de ensaio 

contendo 3mL de dietilenoglicol 90% (v/v). Por último, eram adicionados 0,1mL de 

NaOH 4M. Os tubos eram deixados em repouso por 20 minutos em temperatura 

ambiente para o desenvolvimento de cor que era lida em 420nm, zerando-se o 

espectrofotômetro com o branco da reação. 

Os resultados de atividade enzimática eram expressos em mUI/mL, 

considerando uma unidade de atividade de naringinase como a quantidade de 

enzima necessária para hidrolisar 1µmol de naringina por minuto sob as condições 

descritas. Os resultados de atividade enzimática em relação à biomassa (AEB) eram 

expressos em mUI/g, considerando uma unidade de atividade enzimática em relação 

à biomassa como a atividade enzimática (mUI/mL) dividida pela biomassa (g/L). 

Uma curva padrão foi confeccionada utilizando naringina em concentrações variando 

de 0,25 a 1,0g/L. 

 

 

4.2.6.2 Atividade de invertase 
 

 

A atividade da invertase foi determinada de acordo com o Método de 

Miller (1959). A mistura de reação era composta de 0,5mL de sacarose 0,5M 

adicionada em 1,5mL de tampão acetato de sódio 0,2M (pH 5,0) e 0,5mL de 
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sobrenadante. O branco da reação era composto de 2,5mL do mesmo tampão. 

Brancos do substrato e do sobrenadante também foram preparados para todos os 

experimentos. Essas misturas eram então incubadas a 30°C por 10 minutos. Um 

mililitro do reagente DNS era então adicionado a cada tubo e seguia-se um banho 

fervente por 10 minutos e posterior adição de 6,5mL de água destilada aos tubos. A 

intensidade da cor formada, era aferida em espectrofotômetro a 540nm. Uma 

unidade de atividade enzimática era a quantidade de enzima necessária para liberar 

1µmol de açúcares redutores por minuto sob as condições descritas. A curva padrão 

foi elaborada utilizando-se glucose como padrão em concentrações variando de 25 a 

500µg/mL, efetuando-se as leituras das absorbâncias em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 540nm. 

 

 

4.2.6.3 Açúcares totais 
 

 

Os açúcares redutores totais foram determinados pelo método do 

Fenol Sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). A curva padrão foi elaborada utilizando-se 

glucose como padrão em concentrações variando de 20 a 100µg/mL, efetuando-se 

as leituras das absorbâncias em espectrofotômetro no comprimento de onda de 

490nm.  

 

 

4.2.6.4 Biomassa 
 

 

A biomassa foi determinada, após o último dia de cultivo, por 

gravimetria, após filtragem e secagem a 80°C até peso constante. 



 

 40

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados na forma 

de artigo, intitulado “Produção de Naringinase por Aspergillus niger na Fermentação 

de Diferentes Fontes de Carbono e Nitrogênio”, que está apresentado no Apêndice 

A. 

O artigo foi elaborado segundo normas da revista Journal of 

Industrial Microbiology and Biotechnology, as quais estão apresentadas no Anexo A. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

A produção de naringinase foi induzida pela presença do substrato 

naringina. Mas, como única fonte de carbono a naringina não apresentou a maior 

produção. Sacarose exerceu papel repressor da produção de naringinase. No 

entanto, a combinação das duas fontes foi apropriada, pois possibilitou um ganho 

inicial de biomassa pela utilização da sacarose e posterior produção de naringinase 

induzida pela naringina. 

A melhor produção de naringinase foi com a concentração de 3g/L 

de melaço e 10g/L de peptona com atividade de 178,6mUI/mL. A maior biomassa 

(13,1g/L) foi obtida com a maior concentração de melaço (15g/L). Assim como a 

biomassa, a atividade de invertase foi diretamente proporcional à concentração de 

melaço e detectada em todos os experimentos. 

A melhor condição para a produção de naringinase (melaço 3g/L e 

peptona 10g/L) também foi boa para a produção de invertase, sugerindo que o 

metabolismo como um todo foi influenciado de maneira positiva por essa condição. 

Os valores de pH dos meios de cultivo apresentaram gradativo 

aumento dos 4,5 inicial e ficaram entre 6,0 e 7,0 para todos os cultivos após o fim da 

fermentação. 

As fermentações foram eficientes, com consumo dos açúcares totais 

dos meios de cultivo sempre maior que 85%.  
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Abstract 

 

Citrus fruit and frozen concentrated orange juice production is of great commercial 

importance for Brazil. Excessive bitterness is the main depreciator of juice value on the 

market. Naringinase, an enzymatic complex that degrades naringin, has potential application 

for debittering. This study investigated naringinase production by Aspergillus niger through 

sucrose, naringin, molasses and sugarcane juice, supplemented with peptone and sodium 

nitrate. Naringin, when used in the culture medium as inducer, was added in a single or 

fractioned doses. The base culture medium contained (g/L): 1.0 KH2PO4; 0.5 KCl; 0.5 

MgSO4.7H2O and 0.1 FeCl3. The fermentations were carried out in 500mL Erlenmeyer flasks 

with 100mL culture medium, at initial pH 4.5, inoculum with 106esporos/mL, 28°C and 

180rpm. The molasses was more efficient when used at low concentrations for naringinase 

production, while at high concentrations it only increased invertase production. The greatest 

naringinase value of 178.6mUI/mL was attained with a combination of molasses (3g/L), 

peptone (10g/L) and naringin (0.5g/L). The fractioned addition of naringin as inducer did not 

improve production and therefore it is not recommended. Aspergillus niger showed promising 

potential as a biotechnological tool for naringinase production using a low-cost substrate. 

 

Keywords: naringinase, molasses, Aspergillus niger, induction 
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Introduction 

 

Citrus fruit, mostly oranges, are one of the most produced fruit in the world. 

In 2005, about 9% of world fruit production was of oranges. Brazil is the largest world 

producer of oranges and the greatest producer and exporter of concentrated frozen orange 

juice, with a turnover of US $790 million in 2005 [5]. 

The orange and its juice are appreciated throughout the world. However, 

the presence of a high concentration of naringin, a compound responsible for the 

characteristically bitter flavor of the juice, gives it an unpleasant flavor that reduces consumer 

acceptance and thus decreases its market value. 

Several technologies have been suggested to debitter citrus juices, but 

these alter the organoleptic characteristics of the juices and thus have limited application. 

However, enzymatic techniques are indicated for debittering, such as the addition of 

naringinase to the processes [17]. 

Naringinase, an enzymatic complex with α-L-rhamnosidase (EC 3.2.1.40) 

and β-D-glucosidase (EC 3.2.1.21) activity, has potential for application in rhamnosidase, 

prunin and antibiotic production, wine aroma enhancement and in the citric juice industry 

because it degrades naringin, forming less bitter compounds [17]. 

Naringinase production by fungal fermentation is interesting because of the 

possibility of using substrates such as sugarcane juice and molasses, a raw material and 

byproduct, respectively, from agroindustry that are cheap and widely available in Brazil. 

Aspergillus niger is outstanding in biotechnological processes because it 

produces a variety of enzymes such as cellulase [9], lipase [11], amylase [8] and invertase 

[1], in addition to several compounds of interest [19, 20, 22]. Kishi et al. [10] reported 

Aspergillus niger as the best naringinase producer when they tested 96 mold strains and 

more recently it has been used by several other authors [2, 12, 16] 

The present study used Aspergillus niger in sucrose, naringin, sugarcane 

juice and molasses fermentation for naringinase production. 
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Material and methods 

 

Microorganism 

 

The filamentous fungus Aspergillus niger isolated from prunes was used, 

kept in BDA at 4°C and replicated every 30 days. 

 

Fermentation culture medium and culture conditions 

 

The cultures were carried out in 500mL Erlenmeyer flasks containing 

100mL sterilized culture medium. The base culture medium contained (g/L): 1.0 KH2PO4; 0.5 

KCl; 0.5 MgSO4.7H2O and 0.1 FeCl3. Naringin was added as inducer to the culture medium 

in a single dose (0.5g/L) or in fractioned addition, as reported later. The initial culture medium 

pH was corrected to 4.5, the inoculum was 106esporos/mL, the incubation temperature was 

28°C and rotation was 180 rpm. The cultures were made in triplicate. The culture medium 

samplings and naringin addition (Sigma, St. Louis, USA) were carried out under aseptic 

conditions. The molasses and sugarcane juice concentration referred to the total sugars. 

To study the effects of naringin and sucrose as carbon sources for 

naringinase production, cultures were conducted with naringin (10g/L), sucrose (10g/L) and 

the combination of naringin (5g/L) and sucrose (5g/L) added to the base culture along with 

peptone (10g/L). 

To determine the best carbon and nitrogen sources, cultures were carried 

out with molasses (10g/L) or sugarcane juice (10g/L) or a combination of molasses (5g/L) 

and sugarcane juice (5g/L) with peptone (10g/L) or sodium nitrate (10g/L) added to the base 

culture medium. The following concentrations were used to determine the best molasses 

concentration (g/L): 1.0; 3.0; 5.0; 10.0 or 15.0 with peptone (10g/L). Later peptone was used 

at concentrations (g/L): 6.0; 8.0; 10.0; 12.0 or 14.0 with molasses (3g/L). 

The importance of adding the inducer during fermentation was investigated 
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by adding naringin in a single dose (0.5g/L) at the start of fermentation or in five fractions 

(0.1g/L) at different fermentation times and at 24 hour intervals to the base culture medium 

with molasses (3g/L) and peptone (10g/L). Thus four experiments were carried out with 

fractioned naringin addition. In the first experiment, the naringin fractions were added at the 

times (0h, 24h, 48h, 72h, and 96h); in the second at times (24h, 48h, 72h, 96h and 120h); in 

the third at times (48h, 72h, 96h, 120h and144h) and in the fourth at times (72h, 96h, 120h, 

144h and 168h). 

Samples of 1.2mL of the cultures were removed every 24 hours and 

centrifuged for 15 minutes at 20.000g and 4°C. The supernatant was used for the analytical 

determinations of naringinase activity, invertase activity and total reducing sugars. 

 

Assay methods 

 

Naringinase activity was estimated by determining residual naringin using 

an adaptation of the Davis method [3]. A typical assay mixture comprised of 0.8mL 1g/L 

naringin dissolved in 0.5mL 0.1M sodium acetate buffer (pH 4) and 0.1mL culture centrifuged 

sample. The assay mixture was incubated at 50°C for 60min after which 0.1mL aliquot was 

added to 3mL 90% diethyleneglycol followed by the addition of 0.1mL 4N NaOH. Samples 

were kept at room temperature (28°C) for 10min. The intensity of the resultant yellow color 

was determined at 420nm. One unit of naringinase activity was defined as 1µmol of naringin 

hydrolyzed under the above assay condition. The results were expressed in mUI/mL. 

Invertase activity was measured by estimating the release of reducing sugars due to 

invertase activity on sucrose by the reaction with dinitrosalicylic acid (DNS) [13]. The reaction 

mixture containing 0.5mL of culture centrifuged sample and 0.5mL of 0.5M sucrose in 1.5mL 

0.2M acetate buffer (pH 5.0) was incubated at 30°C for 10min. One invertase unit was 

defined as the amount of enzyme needed to produce one µmol reducing sugar per min under 

the above assay condition. Total sugars was measured by the method of Dubois et al. [4]. 

The dry weight of the A. niger mycelium was determined after the last day of cultivation by 
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gravimetry after filtering through filter paper and drying overnight at 80 ◦C. 

 

 

Results and discussion 

 

Effect of naringin and sucrose 

 

Additions were made to the fermentation base culture medium of the 

nitrogen source peptone (10g/L) and the carbon source naringin or sucrose (10g/L) or a 

mixture of naringin and sucrose (5g/L of each). The results are presented in Figure 1. 
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Figure 1. Naringinase production by Aspergillus niger in sucrose and naringin fermentation. 

The values represent the mean of three replications.  Sucrose (5g/L) and naringin (5g/L);  

Naringin (10g/L);  Sucrose (10g/L). 

 

Sucrose as single carbon sources did not present significant naringinase 

activity until 144 hours culture, confirming its repressive role [16, 18]. The naringinase value 

of 14.33mUI/mL (with standard deviation ± 2.3mUI/mL) was reached at 192 hour 
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fermentation. The low naringinase activity, in the stationary phase of the culture, may have 

resulted from cell lysis and consequent extravasation of constitutional naringinase. 

When naringin was used as a single carbon source the maximum activity 

was 39.80 ± 3.0mUI/mL with 192 hours culture. The results are line with those reported by 

Orejas et al. [15] who obtained 30.93mUI/mL in naringin fermentation (10g/L) as the only 

carbon source for Aspergillus niger. The results obtained showed that naringin acted as an 

inducer and can be used as a single carbon source for Aspergillus niger. However, due to 

the high cost of naringin and the values obtained of naringinase and biomass production, 

(values not shown), the use of naringin as a single carbon source is not recommended for 

large-scale naringinase production. 

The best activities of 96.61 ± 8.0 mUI/mL and 99.51 ± 4.5mUI/mL were 

obtained when the carbon sources were combined, from 168 to 192 hours fermentation, 

respectively. The late naringinase production can be explained by catabolic repression by the 

sucrose. The microorganism used the sucrose initially, producing biomass, and then used 

naringin. The catabolite repression by glucose in naringinase production was also reported 

by Orejas et al. [15]. 

Therefore, in the subsequent experiments naringin was used only as 

inducer. Naringin was used as inducer at the concentration of 0.5g/L [2]. 

 

Effect of the carbon and nitrogen sources 

 

Additions were made to the fermentation base culture medium, containing 

naringin as inducer at the concentration of 0.5g/L , of molasses or sugarcane juice or a 

combination of molasses and sugarcane juice with peptone or sodium nitrate added. The 

results are presented in Figure 2. 
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Figure 2. Naringinase production by Aspergillus niger in the fermentation of different carbon 

and nitrogen sources. The values represent the mean of three replications.  Molasses 

(10g/L) and Peptone (10g/L);  Molasses (10g/L) and NaNO3 (10g/L);  Sugarcane juice 

(10g/L) and Peptone (10g/L);  Molasses (10g/L) and NaNO3 (10g/L);  Molasses (5g/L) 

and sugarcane juice (5g/L) and Peptone (10g/L);  Molasses (5g/L) and Sugarcane juice 

(5g/L) and NaNO3 (10g/L). 

 

The use of sodium nitrate or sugarcane juice in the culture medium did not 

favor naringinase production. Furthermore, the biomass values obtained were less than 

4.6g/L. Low naringinase productions with sodium nitrate by Aspergillus niger were also 

reported by Bram and Solomons [02] and Puri et al. [16], while Gallego et al. [6] obtained 

good production with ammonia phosphate using A. terreus. 

The greatest activity of 161.5 ± 6.0mUI/mL and 6.0g/L biomass was 

obtained with the combination of molasses and peptone at 145 hours culture, while with the 

combination of molasses and sugarcane juice with peptone the activity was 149.6 ± 

1.9mUI/mL. Molasses, in addition to supporting the greatest naringinase production, is a 

byproduct of the sugar industry, cheap and available throughout the year. Puri et al. [16] also 

reported the combination of molasses and peptone as the best for naringinase production by 
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Aspergillus niger with 6.5UI/mL activity. 

The invertase activity was measured because it is also important. The best 

condition for naringinase production (molasses and peptone) was also the most appropriate 

for invertase production, reaching 394 ± 15mUI/mL com 144h culture. 

Although molasses and peptone have been used as carbon and nitrogen 

sources, in combination with naringin as inducer, it is important to establish an ideal 

concentration of these compounds that favors naringinase production. Thus peptone and 

molasses were used at different concentrations in the subsequent experiments. 

 

Effect of molasses concentration 

 

Additions were made to the fermentation base culture medium, containing 

naringin as inducer, of peptone (10g/L) and molassess at the concentrations (g/L): 1.0; 3.0; 

5.0; 10.0 and 15.0. The results are shown in Figure 3. 
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Figure 3. Naringinase production by Aspergillus niger in the peptone fermentation (10g/L) 

and different molasses concentrations. The values represent the mean of three replications. 

Molasses concentrations:  1g/L;  3g/L;  5g/L;  10g/L;  15g/L).  
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The best molasses concentration for naringinase production was 3g/L with 

178.6 ± 13.1mUI/mL and 120 hours fermentation. Puri et al. [16] also obtained the best 

production with the lowest molasses concentration (4g/L) at the tested concentrations of 4.0; 

6.0; 8.0 and 10.0g/L. The biomass values obtained were proportional to the molasses 

concentration used (results not shown) but the same did not occur with naringinase. The 

quantity of molasses influenced the start of enzyme production in the course of the culture, 

although the final naringinase values were similar. Thus at concentrations of 3g/L and 5g/L 

activity was detected at 48 hours, while with 10g/L and 15g/L the activity was detected at 72 

hours and 96 hours, respectively. Yadav and Yadav [23] also reported influence of the 

concentration of the carbon sources on the start of naringinase activity during culture. 

The comparison of naringinase with invertase, at different molasses 

concentrations during growth is shown in Figure 4. 
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Figure 4. Naringinase and invertase in peptone (10g/L) and different molasses 

concentrations fermentation by Aspergillus niger. The values represent the mean of three 

replications. Naringinase – molasses:  3g/L; Invertase - molasses:  1g/L;  5g/L; 15g/L. 

  

The highest molasses concentration (15g/L) resulted in the greatest 
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invertase activity (413 ± 20mUI/mL). Molasses quantities greater than 3g/L did not favor 

naringinase production, but did induce an increase in invertase production. The repressive 

effect of a sugar easily fermented on another was reported by Orejas et al. in A. nidulans [15] 

when studying α-L-rhamnosidase production (enzyme belonging to the naringinase complex) 

when glucose and rhamnose were present in the culture medium. In Aspergillus niger, the 

repressive effect of the glucose was also reported by Hanif et al. [7] in wheat bran 

fermentation and glucose for cellobiohydrolase production.  

Therefore, the molasses concentration 3g/L was used in the following 

experiments to provide a greater activity and early naringinase production, and higher 

concentrations of molasses only favored invertase activity. 

 

Effect of peptone concentration 

 

Additions were made to the fermentation base culture medium, containing 

naringin as inducer, of molasses (3g/L) and peptone at the following concentrations (g/L): 

6.0; 8.0; 10.0; 12.0 and 14.0. The results are presented in Figure 5. 
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Figure 5. Naringinase production by Aspergillus niger in the molasses fermentation (3g/L) 

and different peptone concentrations (  6g/L;  8g/L;  10g/L;  12g/L;  14g/L). The 
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values represent the mean of three replications. 

 

The best naringinase production (178.6 ± 13.1mUI/mL) was obtained with 

10g/L peptone up to 120 hours fermentation. The increase in the peptone concentration up to 

10g/L increased naringinase production but higher concentrations did not improve 

production. Thus the use of peptone (10g/L) and molasses (3g/L) at a nitrogen:carbon 

proportion (N:C) of approximately 3:1 seemed to be correct. Bram and Solomons [2] reported 

a higher proportion of nitrogen (N:C) 16:1 as best when they used two combined sources of 

nitrogen (yeast extract and corn steep liquor) for naringinase production by Aspergillus niger. 

However, Norouzian et al. [14] showed that the 1:1 ratio was the best condition with 

Penicillium decumbens using peptone, while Soria et al. [21] obtained greater production with 

peptone at the proportion of (N:C) 1:4 with A. terreus. 

The final experiment was planned to investigate the effects of the method 

of adding naringin to the enzyme production, because different methods of using this inducer 

have been studied in naringinase production [02]. 

 

 

Induction method effect 

 

Molasses (3g/L), peptone (10g/L) and the inducer naringin were added to 

the fermentation base culture medium in a single or fractioned dose. The results are shown 

in Figure 6. 
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Figure 6. Naringinase production by Aspergillus niger in the fermentation of molasses (3g/L), 

peptone (10g/L) and naringin in a single dose (  0.5g/L) or fractioned, with the addition of 

the first of five doses of 0.1g/L at different times (  0h;  24h;  48h;  72h). The values 

represent the mean of three replications. 

 

The greatest naringinase production (179.9 ± 5,1mUI/mL) was obtained 

with 144 hours fermentation and the addition of the inducer in a single dose at the start of 

fermentation. However, the results for the fermentations whose first inducer doses were 

added at the times zero and 24 hours were similar to those of the best condition obtained. 

The start of inducer addition at later times (48 and 72 hours) decreased and delayed 

production. Bram and Solomons [2] obtained results that were not conclusive when they 

varied the naringin concentration added in a single dose. However, when they used a low 

naringin concentration, added in fractions to the culture medium, there was an increase from 

328mUI/mL to 440mUI/mL in naringinase production by A. niger.  

The results showed that for the line used in this study the fractioned 

addition of the inducer for naringinase production was not necessary. 

Aspergillus niger showed promising potential in naringinase production 

using efficiently (consumption superior to 85% in all the experiments) molasses (3g/L) 
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supplemented with peptone (10g/L) and in the presence of naringin. The use of this 

microorganism of biotechnological importance, fermenting an inexpensive and widely 

available culture medium, represented an advance for the biotechnological production of this 

important enzyme, particularly in a developing country such as Brazil.  
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