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RESUMO

BRUNNO MOREIRA SILVA

ESTUDO DA PRODUCAO DE NARINGINASES MICROBIANAS POR
FERMENTACAO SUBMERSA

Orientador: Melissa Limoeiro Estrada Gutarra

Coorientador: Mateus Gomes de Godoy

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Os frutos citricos contém flavonoides, como a naringina, responsavel pelo sabor
amargo juntamente com outros compostos. A hidrdlise enzimdtica da naringina pela
naringinase, um complexo enzimatico com atividades de a-ramnosidase e -glicosidase, reduz
0 amargor e possui aplicacdes industriais. Essa enzima € produzida por diversos organismos,
como plantas, leveduras, fungos e bactérias. Desta forma, este estudo avaliou a produgdo de
naringinase por fermentagdo submersa (FS), que permite o controle dos pardmetros de cultivo,
usando Aspergillus niger, A. awamori € A. terreus, € utilizando a tangerina Ponkan (Citrus
reticulata Blanco) como indutor e fonte de carbono. Os objetivos incluiram: Avaliar a
producdo de a-ramnosidase e B-glicosidase obtidos na FS em diferentes meios de cultivo
utilizando a casca de tangerina Ponkan; Selecionar a cepa fungica com base nos dados de
atividade e na eficiéncia de hidrolise da naringina pelos extratos enzimaticos brutos; Estudar
os efeitos das condi¢des de cultivo na produgdo da enzima naringinase através da FS; Avaliar
a eficiéncia de hidrélise da naringina pelos extratos enzimaticos produzidos nas melhores
condi¢cdes selecionadas. A quantificacdo das atividades enzimdticas da naringinase, obtida a
partir do extrato bruto, permitiu avaliar sua eficiéncia na hidrdlise da naringina. O processo
foi monitorado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), e os resultados obtidos
possibilitaram a comparagdo entre as cepas fungicas analisadas. Com base nos dados, o 4.
awamori foi selecionado para a etapa seguinte do estudo, onde a produgdo de naringinase em
FS foi avaliada considerando varidveis como pH inicial, concentragdo de indculo, velocidade
de agitacdo e concentragdo de casca em dois tempos de cultivo (3 e 7 dias). Os resultados
indicaram que a velocidade de agitacao foi o fator mais significativo, impactando diretamente
a atividade enzimatica. A otimizagdo das condi¢des de cultivo permitiu estabelecer que a
melhor resposta foi obtida com: pH inicial ajustado para 6, concentragdo de indculo de 5,25 x
10¢ e/ml, agitagdo a 200 rpm e concentracao de casca de 15 g/L. Nesta configuragdo, a enzima
produzida alcancou uma eficiéncia de hidrolise de naringina de 88,28%, comprovando
potencial biotecnoldgico da linhagem fungica estudada.

Palavras-chaves: (Naringinase, Aspergillus awamori, fermentagdo submersa, a-ramnosidase,
B-glicosidase, casca de tangerina Ponkan)
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ABSTRACT

BRUNNO MOREIRA SILVA

STUDY OF MICROBIAL NARINGINASE PRODUCTION BY SUBMERGED
FERMENTATION

Orientador: Melissa Limoeiro Estrada Gutarra

Coorientador: Mateus Gomes de Godoy

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Citrus fruits contain flavonoids, such as naringin, responsible for the bitter taste along
with other compounds. The enzymatic hydrolysis of naringin by naringinase, an enzyme
complex with a-rhamnosidase and B-glucosidase activities, reduces bitterness and has other
industrial applications. This enzyme is produced by various organisms, such as plants, yeasts,
fungi, and bacteria. Thus, this study evaluated the production of naringinase by submerged
fermentation, which allows control of cultivation parameters, using Aspergillus niger, A.
awamori, and A. terreus, and employing Ponkan tangerine (Citrus reticulata Blanco) as an
inducer and carbon source. The objectives included: Assessing the production of a-
rhamnosidase and B-glucosidase obtained in submerged fermentation in different culture
media using Ponkan tangerine peel; Selecting the fungal strain based on activity data and the
efficiency of naringin hydrolysis by crude enzymatic extracts; Studying the effects of
cultivation conditions on naringinase production through submerged fermentation; Evaluating
the efficiency of naringin hydrolysis by the enzymatic extracts produced under the best-
selected conditions. The quantification of naringinase enzymatic activities, obtained from the
crude extract, allowed the evaluation of its efficiency in naringin hydrolysis. The process was
monitored by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), and the results enabled the
comparison among the analyzed fungal strains. Based on the data, A. awamori was selected
for the next stage of the study, where naringinase production in submerged fermentation was
evaluated considering variables such as initial pH, inoculum concentration, agitation speed,
and peel concentration at two cultivation times (3 and 7 days). The results indicated that
agitation speed was the most significant factor, directly impacting enzymatic activity. The
optimization of cultivation conditions allowed the establishment of the best response,
obtained with: initial pH adjusted to 6, inoculum concentration of 5.25 % 10° spores/ml,
agitation at 200 rpm, and peel concentration of 15 g/L. Under this configuration, the produced
enzyme achieved a naringin hydrolysis efficiency of 88.28%, proving the biotechnological
potential of the studied fungal strain.

Key-words: (Naringinase, Aspergillus awamori, submerged fermentation, a-rhamnosidase, [3-
glucosidase, Ponkan tangerine peel)



RESUMO PARA LEIGOS

BRUNNO MOREIRA SILVA

ESTUDO DE UMA ENZIMA CHAMADA NARINGINASE QUE REDUZ O
AMARGOR ORIUNDO DE FRUTAS CiTRICAS

Orientador: Melissa Limoeiro Estrada Gutarra

Coorientador: Mateus Gomes de Godoy

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacio no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Os frutos citricos, como laranjas e tangerinas, tém um gosto amargo devido a substancias
naturais presentes neles, especialmente a naringina. Para reduzir esse amargor, utiliza-se uma
enzima chamada naringinase, que quebra a naringina em componentes menos amargos. Essa
enzima ¢ produzida por alguns microrganismos, como fungos e bactérias. Neste estudo, foram
testadas trés espécies de fungos (Aspergillus niger, A. awamori e A. terreus) para avaliar qual
deles produzia a naringinase com maior eficiéncia. Esses fungos foram cultivados em meios
liquidos com diferentes composi¢des de nutrientes juntamente a casca de tangerina Ponkan,
que serviu como fonte de alimento e induziu a producdo da enzima. O processo foi realizado
sob condi¢des controladas, com ajustes de fatores como pH, agitacdao e quantidade de casca.
Os resultados demonstraram que o 4. awamori apresentou a melhor capacidade de produgao
da enzima em curto espago de tempo. Em seguida, foram testadas diferentes condi¢des de
cultivo para otimizar ainda mais a producdo. Verificou-se que a produgdo ideal da enzima
ocorria quando o pH (nivel de acidez) era ajustado para 6, um valor levemente acido que
proporcionava as condi¢des perfeitas para o crescimento do fungo. Além disso, a agitagdo do
meio de cultivo era mantida a 200 rotacdes por minuto, garantindo uma oxigenagao adequada
para o metabolismo do microrganismo. Outro fator crucial foi o uso de uma quantidade
especifica de casca de tangerina, medida para fornecer os nutrientes necessarios. Nessas
condi¢des, a naringinase atuou com eficiéncia na quebra da naringina, reduzindo
significativamente o amargor. Essa pesquisa ¢ relevante por apresentar um método
natural para diminuir o sabor amargo de sucos e outros produtos citricos, sem a necessidade
de aditivos quimicos. Essa abordagem pode ser aplicada pela industria de alimentos de forma
mais sustentavel.
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1. INTRODUCAO

1.1 Industria de citricos

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2023, a produgdo de frutas citricas no Brasil foi liderada pela laranja, com aproximadamente
17,6 milhdes de toneladas, seguida pelo limdo, com 1,724 milhdo de toneladas, e pela
tangerina, com 1,052 milhdo de toneladas. A laranja se destaca como a principal fruta citrica

do pais, tanto em volume de producdo quanto em exportacao (IBGE, 2023).

Apesar disso, a produgdo de tangerina no Brasil, embora significativa em termos
nacionais, representa apenas uma pequena parcela da producdo global. Conforme os dados
mencionados pelo Departamento de agricultura dos Estados Unidos (USDA), a producao
mundial de tangerina para a safra 2023/24 foi estimada em 38,2 milhdes de toneladas, com
um aumento de 1,2 milhdo de toneladas em relacdo ao ciclo anterior. Esse crescimento é
impulsionado principalmente por China e Turquia, que sdo os maiores produtores mundiais,
beneficiando-se de condicdes climaticas favoraveis e da expansdo da area cultivada (USDA,

2024).

No contexto brasileiro, a produgdo de tangerina esta concentrada em poucas regioes,
com destaque para o Sudeste. A producao esta distribuida por 22 estados e o Distrito Federal,
sendo que Sdo Paulo ¢ o maior produtor, responsavel por cerca de 323.623 mil toneladas, o
que representa 30,75% do total nacional (IBGE, 2023). A Figura 1 apresenta a distribuigao
regional da produg¢do no Brasil, destacando a participagdo percentual de cada regido. O
Sudeste lidera com 60,93% da produgao, seguido pelo Sul com 31,85%, enquanto as regides

Nordeste, Centro-Oeste e Norte apresentam participagdes menores.



Distribui¢ao Regional da Producao
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Figura 1 — Valores percentuais da produ¢@o de tangerina de acordo com a regides demograficas brasileiras.
Fonte: IBGE (2023).

O Estado de Sao Paulo tornou-se o principal produtor de citros no Brasil devido a uma
combinacdo de fatores econdmicos, climaticos e estruturais. A decadéncia da cafeicultura,
abriu espago para a diversificagdo agricola. O apoio governamental, as condicdes
edafoclimaticas favoraveis, a infraestrutura herdada da cafeicultura (como as linhas
ferroviarias) e a criacao de instituigdes de pesquisa e ensino agricola, como a Escola superior
de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), foram determinantes para o desenvolvimento da

citricultura (Fernandes, 2010).

No entanto, a analise da distribuicdo da produgdo por estados na tabela 1 revela que,
além de Sao Paulo, outros estados também contribuem significativamente, embora em menor
escala. Estados como Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parand apresentam uma participagao
relevante na producdo, com dareas colhidas consideraveis e rendimentos que refletem a
eficiéncia agricola. Além disso, regides como Espirito Santo e Goids demonstram um
desempenho notavel em termos de produtividade, destacando-se mesmo com areas menores
cultivadas. Por outro lado, estados do Nordeste e da regido Norte, embora com participagdes
mais modestas, também contribuem para a diversificagao da produgao nacional, evidenciando

a presenca da atividade agricola em diferentes contextos geograficos e climaticos.



Tabela 1 — Tabela com a produgéo brasileira de Tangerina (2023), dividida por Estados.

Estados Area colhida Producio Rendimento
(Hectares) (Toneladas) (Quilogramas por Hectare)
Séo Paulo 10.032 323.645 32.261
Minas Gerais 14.466 256.395 17.724
Rio Grande do Sul 12.315 169.495 13.763
Parana 8.631 157.222 18.216
Espirito santo 1.376 31.641 22.995
Rio de Janeiro 1.490 29.279 19.650
Goias 1.056 25.162 23.828
Paraiba 7.935 15.037 1.895
Bahia 1.427 13.998 9.809
Santa Catarina 766 8.429 11.004
Sergipe 486 6.514 13.403
Ceara 370 3.640 9.838
Mato Grosso do sul 257 2.894 11.261
Distrito Federal 116 2.312 19.931
Acre 140 1.715 12.250
Alagoas 117 1.392 11.897
Para 121 1.007 8.322
Mato Grosso 79 914 11.570
Roraima 48 670 13.958
Rondonia 96 563 5.865
Amazonas 81 212 2.617
Tocantins 5 70 14.000
Pernambuco 4 16 4.000

Fonte: IBGE (2023).

Atabela apresentada ilustra a distribui¢do da producdo de citros por estados
brasileiros, destacando a area colhida, a produgdo em toneladas e o rendimento em
quilogramas por hectare. Minas Gerais, por exemplo, possui a maior area colhida (14.466
hectares), com uma produgdo de 256.395 toneladas, mas com um rendimento de 17.724
kg/ha, o que sugere uma produtividade moderada em relagdo a extensdo cultivada. Esse
desempenho reflete a importancia do estado como um dos principais polos agricolas do pais.

O Rio Grande do Sul e o Parand também se destacam, com produgdes de 169.495 e 157.222



toneladas, respectivamente. Esses numeros podem indicar desafios relacionados as condi¢des

climaticas, manejo agricola ou ado¢ao de tecnologias.

Além disso, estados como Espirito Santo, Goids e Rio de Janeiro apresentam
rendimentos elevados, superando 19.000 kg/ha, o que demonstra uma produtividade
significativa em areas menores. Espirito Santo, por exemplo, com apenas 1.376 hectares
colhidos, alcanca um rendimento de 22.995 kg/ha, destacando-se como um exemplo de
eficiéncia agricola. Por outro lado, estados como Paraiba e Bahia, apesar de terem areas
colhidas expressivas (7.935 e 1.427 hectares, respectivamente), apresentam rendimentos mais
baixos (1.895 kg/ha e 9.809 kg/ha). Esses resultados podem estar associados a condigdes
edafoclimaticas menos favordveis, como solos menos propicios ou regimes de chuva

irregulares, além de possiveis limitagdes na adocao de tecnologias.

Ja estados com menor participacdo na produgdo, como Acre, Alagoas ¢ Roraima,
mostram rendimentos variados, indicando que a citricultura, mesmo em pequena escala, pode
ser vidvel em diferentes regides do pais. O Acre, por exemplo, com apenas 140 hectares
colhidos, alcanga um rendimento de 12.250 kg/ha, enquanto Roraima, com 48 hectares, atinge
13.958 kg/ha. Esses dados evidenciam que, mesmo em areas com condigdes geograficas
especificas, a atividade pode ser economicamente viavel. Por fim, estados como Amazonas e
Rondonia, com rendimentos abaixo de 6.000 kg/ha, sugerem a necessidade de investimentos
em pesquisa e desenvolvimento para superar desafios locais ou falta de infraestrutura. Essa
diversidade de desempenhos reforca a complexidade da producdo de citros no Brasil, que

abrange desde grandes polos produtores até regides com potencial ainda a ser explorado.

Desta forma, a tangerina tem conquistado importancia no mercado brasileiro, tanto
para consumo interno quanto para exportacdo. De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a expansdo da citricultura, especialmente de tangerinas, ¢
vista como uma oportunidade para diversificar a produgdo agricola e aumentar a
competitividade no mercado internacional. Entre os principais mercados consumidores

destacam-se a Unido Europeia, os Estados Unidos e a Russia. (USDA, 2024).

1.2 Caracterizacdo da tangerina

A tangerina (Citrus reticulata) pertence a familia Rutaceae e ¢ considerada uma das

espécies mais antigas de frutas citricas cultivadas, com provavel origem na regido do sul da



China e nordeste da India, onde seu cultivo remonta a mais de dois mil anos (Hussain et al.,
2021). A espécie foi posteriormente difundida para outras regides da Asia e, mais tarde,

introduzida em diversos continentes por rotas comerciais (Saini et al., 2022).

A tangerina apresenta ampla diversidade genética, sendo cultivada em varias regides
tropicais e subtropicais do mundo. Muitas variedades comerciais conhecidas como
“tangerinas” sdo, na verdade, hibridos entre C. reticulata e outras espécies citricas, como
Citrus sinensis e Citrus maxima. Essa complexidade genética contribui para a grande
variedade de frutos com diferentes caracteristicas quanto ao tamanho, sabor, teor de sementes,

casca e valor nutricional (Saini et al., 2022).

Morfologicamente, a tangerina possui casca fina, de facil remog¢do, com coloracdo que
varia do amarelo ao alaranjado, contendo glandulas oleosas que liberam um aroma
caracteristico (Hussain et al., 2021). Entre a casca e a polpa, encontra-se 0 mesocarpo, uma
camada branca, esponjosa e fibrosa, conhecida também como albedo. A parte interna do fruto,
o endocarpo, ¢ composta por gomos segmentados que contém o suco € as sementes,
protegidos por membranas finas. A quantidade de sementes pode variar conforme a variedade
(Hussain et al., 2021). A planta da tangerina ¢ um arbusto ou pequena arvore, com folhas
simples, brilhantes e coridceas, além de flores brancas aromaticas que originam os frutos

(Hussain et al., 2021).

No Brasil, a variedade mais cultivada ¢ a tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco),
caracterizada por casca fina e de facil desprendimento, polpa suculenta e aroma marcante.
Essa cultivar ¢ amplamente valorizada para consumo in natura e destaca-se pelo elevado
rendimento produtivo (Landau et al., 2020). Outras variedades e hibridos como Murcott,
Cravo, Clementina, Dancy, Montenegrina e Dekopon também sdo cultivados globalmente
(Saini et al., 2022). A safra da tangerina ocorre, principalmente, entre os meses de abril e
setembro no Brasil, dependendo das condi¢des climéticas e da variedade cultivada. Esse
periodo coincide com o outono-inverno, época em que a fruta apresenta melhor qualidade e

maior disponibilidade no mercado (CEAGESP, 2025).



1.3 Residuos do processamento

A citricultura brasileira tem apresentado uma significativa expansao, especialmente na
regido Sudeste. Essa crescente produgdo, no entanto, impde um desafio relevante a industria
de processamento: o manejo adequado dos residuos gerados. O processamento de frutas
citricas resulta na formagdo de residuos solidos, liquidos e efluentes oriundos das destilarias.
Entre esses residuos, destacam-se cascas, sementes e polpa, que sdo particularmente ricos em
compostos bioativos, como flavonoides e polifenodis. Esses componentes tém despertado
interesse devido ao seu potencial aproveitamento na produ¢do de enzimas, biocombustiveis e

outros produtos de valor para diversas aplica¢des industriais (Sharma et al., 2022).

Os residuos solidos, possuem elevado potencial para aproveitamento devido a
presenca de aglcares (sacarose, frutose, glicose), 6leos essenciais, flavonoides, polifenois,
pectina, lipidios (4cidos palmitico e linolénico), proteinas, carotenoides, monoterpenos e
vitaminas C e do complexo B (Sharma et al., 2022). Diversas alternativas foram propostas
para o reaproveitamento desses residuos, incluindo a producdo de racdes animais fortificadas,
uso como componentes ricos em fibras para produtos de confeitaria, extragdo de macro e
micronutrientes, além da fabricagcdo de fertilizantes orgénicos, biocombustiveis, enzimas e
etanol. Esses produtos derivados do reaproveitamento sdo utilizados em diferentes setores
industriais: na industria farmacéutica, na industria alimenticia e na industria cosmética

(Sharma et al., 2022).

A polpa citrica, caracterizada por elevados teores de agua e agucares soluveis, ¢
altamente perecivel e apresenta uma alta taxa de fermentabilidade. Essa caracteristica gera
problemas econdmicos e ambientais significativos, uma vez que seu elevado contetdo de
matéria organica impede o descarte direto, podendo prejudicar a microbiota benéfica do solo
(Sharma et al., 2016). Além disso, a extragdo de 6leos das cascas citricas ¢ uma etapa
essencial antes do descarte, pois estes Oleos apresentam atividade antimicrobiana que
compromete a fermentagdo e a decomposi¢do bacteriana, impactando negativamente o manejo

de residuos e contribuindo para a polui¢do ambiental (Sharma et al., 2016).

Os métodos mais comuns para o tratamento de residuos soélidos incluem
compostagem, digestdo anaerobica, incineracdo, termolise e gaseificacdo (Sharma et al.,

2016).



Devido a riqueza de nutrientes € compostos bioativos, os residuos sélidos podem ser

utilizados para a producdo de diversos produtos por meio de métodos fisicos, quimicos e

biologicos, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Informagdes sobre os bioprodutos obtidos de residuos de citros.

Residuo

Método de Valorizacao

Bioproduto obtido a partir de

residuos citricos

Residuo de casca de citros

Casca de laranja

Casca de laranja

Residuos da casca de laranja da
variedade Citrus sinensis cultivar
Malta

Residuo de casca de laranja

Residuo de casca de citros

Residuo de casca de pomelo
Hidrolisados de residuos de casca
de citros
Residuo de limdo persa
Residuo de casca de Citrus

reticulate (kinnow)

Residuo de casca de citros

Residuo de casca de pomelo

Residuo de casca de laranja

Fermentagdo via Trichoderma sp.,
E. coli
Hidrodifus@o por micro-ondas e
gravidade (MHG) e
processamento por destilagdo a
vapor (SD)
Processamento assistido por
ultrassom (UAP)
Processamento assistido por
ultrassom (UAP) e Processamento
assistido por enzimas (EAP)
Hidrolise enzimatica e
fermentacao
Destilacdo a vapor
Processamento por campo elétrico
pulsado
Fermentagdo via Saccharomyces
cerevisiae
Processamento assistido por
ultrassom (UAP)
Processamento assistido por
ultrassom (UAP)
Processamento a base de agua,
como processamento por pressao
manual, processamento por micro-
ondas e processamento por
pressdo manual e micro-ondas
Processamento por micro-ondas
sem solvente (SFMP)

Ensilagem

Acido mucico

Oleo essencial

Polifenois

Polifenois e flavonoides

Bioetanol

D-limoneno

Naringina
Bioetanol
Catequina, hesperidina e
naringenina

Luteina

Pectina

Oleo essencial

Acido latico, acido acético e

etanol



Residuo de casca de citros Processamento por extracdo com Contetido total de fenois e
agua subcritica (SCWEP) flavonas

Residuo de casca de citros Processamento a base de metanol Naringina, hesperidina, d-

e HPLC neohesperidina, diosmina

Fonte: Sharma et al., 2022.

A tabela apresentada retune diversos métodos de valorizacao para residuos de cascas de
frutas citricas e os bioprodutos obtidos a partir desses residuos. As técnicas descritas variam
de processos tradicionais, como a fermenta¢do e a hidrdlise enzimatica, a tecnologias mais
avancadas, como processamento assistido por ultrassom (UAP) e extracdo com agua
subcritica. A maioria das aplicacdes mencionadas na tabela estd voltada para a obtengdo de
compostos fenolicos, como polifendis, flavonoides e outros compostos bioativos de interesse

na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Os residuos liquidos gerados na industria de processamento de frutas podem ser
classificados em duas categorias principais. A primeira envolve os efluentes oriundos das
etapas de processamento, como os gerados na producdo de conservas, o excesso de agua
utilizada no resfriamento, as dguas residuais provenientes da lavagem de frutas, das mesas de
descasque e seccionamento, bem como da limpeza dos pisos das areas de trabalho. A segunda
categoria corresponde aos efluentes provenientes de destilarias, incluindo os residuos
resultantes da producdo de acido citrico e pectina, o melago citrico e os subprodutos gerados
nas plantas de extracdo de 6leo da casca dos frutos (Sharma ef al., 2016). Esses efluentes, se
nao tratados adequadamente, podem representar riscos ambientais significativos devido a sua
carga organica e potencial poluente. Esses residuos liquidos sdo descartados de diferentes
formas, como liberagdo direta de efluentes em lagos, despejo em reservatérios, descarte em

pomares ou pocos € gerenciamento por sistemas de esgoto municipais (Sharma et al., 2016).

A utilizacdo de residuos agroindustriais para a produ¢do de enzimas por meio da
fermentagdo ¢ uma abordagem sustentavel e economicamente viavel que tem ganhado
destaque nas ultimas décadas. Essa técnica permite a valorizacdo de materiais que, de outra
forma, seriam descartados, contribuindo para a redu¢do do impacto ambiental e para a geragao
de produtos de alto valor agregado, como enzimas industriais. A fermenta¢do ¢ amplamente
empregada para a producdo de enzimas por microrganismos, que sdo capazes de crescer em
substratos complexos, utilizando-os como fonte de carbono e energia, enquanto produzem

enzimas de interesse industrial (Yafetto, 2022).



A fermentagdo permite a producdo de uma ampla gama de enzimas, que sdo utilizadas
em diversas industrias, como alimenticia, téxtil, de detergentes, farmacéutica e de
biocombustiveis. Algumas das enzimas mais comumente produzidas incluem celulases,
utilizadas na degradacao de celulose e importantes para a producao de biocombustiveis e na
industria téxtil; amilases, que degradam amido e sdo amplamente utilizadas na industria
alimenticia e de bebidas; proteases, que quebram proteinas e sdo utilizadas em detergentes,
curtumes ¢ na industria alimenticia; lipases, que degradam lipidios e sao utilizadas na
industria de alimentos, cosméticos e biodiesel; e lacases, enzimas oxidativas utilizadas na

industria téxtil e de papel, bem como na biorremediagdo (Yafetto, 2022).

A produgdo de enzimas por fermentagdo a partir de residuos agroindustriais enfrenta
alguns desafios, como a variabilidade na composicdo dos residuos, a necessidade de
otimizagdo das condigdes de fermentagdo e a dificuldade de escalonamento para grandes
volumes. Além disso, a purificagdo e recuperacdo das enzimas podem ser complexas e
custosas. No entanto, pesquisas recentes tém focado na otimizagdo dos processos de
fermentagdo, incluindo a sele¢do de microrganismos mais eficientes, a melhoria das condigdes
de fermentagdo e o desenvolvimento de biorreatores mais eficazes. A integracdo da
fermentagdo com outras tecnologias, como a biotecnologia e a engenharia metabdlica,
também tem o potencial de aumentar a eficiéncia e a viabilidade econdmica da producao de

enzimas (Yafetto, 2022).

1.4  Naringina

Os frutos citricos e seus sucos sdo boas fontes de flavonoides. Os flavonoides sdo
caracterizados por uma estrutura basica de 15 atomos de carbono, composta por dois anéis
fenodlicos com pelo menos um grupo hidroxila. Eles podem ser divididos em seis classes, de
acordo com sua estrutura quimica: flavonas, flavonois, flavanonas, flavanoéis, isoflavonas e
antocianidinas (Mulvihill e Huff, 2010). No entanto, na natureza, os flavonoides sdo mais
comumente encontrados em sua forma de glicosideos, como rutinosideo, galactosideo,
glicosideo e arabinosideo (Rensheng, Yang e Weimin, 2012; Xiao et al., 2016).

A maioria dos flavonoides em frutos citricos sdo flavanonas: hesperidina e narirutina
predominam nas laranjas, narirutina e naringina nas toranjas (grapefruits) e ericitrina nos

limdes. (He et al., 2007).
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A naringina (C27H32014) € um dos compostos responsaveis pelo amargor caracteristico
destas frutas, cuja concentracdo varia conforme a maturidade do fruto, sendo mais alta em
frutas imaturas. Essa variagdo torna a maturidade um fator essencial a ser considerado durante
o processamento de sucos, especialmente em sucos de grapefruit, onde a amargura ¢
particularmente intensa. Outro componente amargo significativo nas frutas citricas ¢ a

limonina, que se concentra principalmente no albedo e nas paredes dos segmentos.

on

CH,
oH OH

Figura 2 - Férmula estrutural da Naringina. Fonte: Chen e Wang, 2016.

A naringina oferece diversos beneficios para a satide devido as suas propriedades
biologicas e medicinais. Dentre os principais efeitos da naringina mencionados através de
estudos, destacam-se suas propriedades antioxidantes, que neutralizam radicais livres e
protegem as cé€lulas contra o estresse oxidativo, além do efeito anti-inflamatorio, ajudando a
reduzir inflamagdes e combatendo doencas inflamatdrias cronicas. Ela ainda possui
propriedades antiulcerosas e digestivas, sendo tradicionalmente usada para melhorar a
digestdo e aliviar sintomas como gases e inchaco. Esses beneficios tornam a naringina uma
substancia promissora tanto na industria farmacéutica quanto na alimenticia, sendo utilizada
como um ingrediente funcional em produtos que visam a promocao da saude e a prevengao de

doengas (Shilpa et al., 2023).

1.5 Naringinase

A naringinase ¢ uma enzima complexa com atividade dupla de a-ramnosidase (EC
3.2.1.40) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21). Essa enzima ¢ utilizada na desglicosilagdo de

compostos com potencial de aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica. A
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naringinase ¢ particularmente importante no processamento de frutas citricas, onde reduz seu
sabor amargo. Um dos componentes da naringinase, a a-ramnosidase, catalisa a hidrélise da
naringina em ramnose ¢ prunina. Em seguida, a B-glicosidase atua, convertendo a prunina
em glicose e naringenina (um composto sem sabor amargo) (Boczniewic e Garncarek, 2022).
Esta enzima tem ampla ocorréncia na natureza e ja foi relatada em plantas, leveduras,
fungos filamentosos e bactérias. Muitos glicosideos naturais, incluindo naringina, rutina,
quercitrina, hesperidina, diosmina e glicosideos terfenilicos, que contém o-ramnose ¢ [-

glicose terminais, podem atuar como substratos para a naringinase (Ribeiro, 2011).

HO., 1§ om
,.OI;E,_ Ramnose

™
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) E HO 0,
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Mo o ™ o Prunina

a-L-ramnosidase

Naringinase

Naringina
p-D-glicosidase

»o'

S Glicose

Naringenina

Figura 3 - Esquema do processo de hidrolise da naringina através da ag¢@o da naringinase (E.C. 3.2.1.40). Fonte:
(Ribeiro, 2011)

As naringinases catalisam a hidrolise da naringina, resultando na producdo de
ramnose, um intermediario quiral valioso amplamente utilizado na sintese organica,
fabricagdo de produtos farmacéuticos e como agente protetor de plantas. Além disso, a
naringinase pode ser empregada na produ¢do de prunina, um flavonoide derivado da
naringina. A prunina possui diversas atividades bioldgicas, incluindo agdo antiviral contra
virus de DNA e RNA, como HSV-1, poliovirus e RSV, propriedades anti-inflamatorias e
potencial como adogante seguro para diabéticos. Estudos in vitro e em modelos animais
também destacam os efeitos protetores da prunina e de outros flavonoides naturais, como a
naringina, na prevencdo de Ulceras gastricas e no fortalecimento da mucosa géstrica (Puri e

Banerjee, 2000).
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Outro subproduto obtido ¢ a naringenina, insipida, que reduz o amargor de sucos
citricos, preservando suas caracteristicas sensoriais e aumentando seu valor comercial
(Ribeiro, 2011). A naringenina tem varios efeitos, tais como antidiabético, anticancerigeno,
antimicrobianos, antiobesidade, gastroprotetores, imunomoduladores, cardioprotetores,

neuroprotetores (Ugar e Goktas, 2023).

A avaliagdo da atividade da naringinase pode ser realizada por meio de diversos
procedimentos, incluindo determinagdes espectrofotométricas e cromatograficas de alta
eficiéncia (HPLC) (Ni, 2013). A utilizagdo de substratos especificos para discriminar as duas
atividades enzimadticas expressas pela naringinase ¢ fundamental, pois permite acompanhar e
medir ambas as atividades de forma facil, evitando a necessidade de separacao e purificagdo
de subunidades proteicas. Os substratos p-nitrofenil a-L-rhamnopiranosideo e p-nitrofenil -
D-glicosideo sdo usados para as atividades de o-L-rhamnosidase e [B-D-glucosidase,

respectivamente e medidos através do método espectrofotométrico (Ribeiro, 2011).

A naringinase, com sua atividade de ramnosidase, tem demonstrado grande
versatilidade em aplicagdes industriais e biotecnoldgicas. Na modificagdo de antibidticos
glicopeptidicos, como as cloropoliesporinas, a enzima transforma as variantes A, B e C em
derivados deglicosilados com alta eficdcia antimicrobiana, melhorando a atividade de
antibioticos. Além disso, sua atividade, combinada com a arabinosidase, tem sido utilizada no
aprimoramento do aroma na producdo de vinhos. Nesse contexto, as enzimas foram
imobilizadas em suportes soOlidos para viabilizar um processo continuo, otimizando as
caracteristicas aromaticas do produto. Outra aplicacdo importante da naringinase ¢ na
hidrélise enzimatica de sementes de feno-grego (7rigonella foenum-graecum), resultando na
producdo de sapogeninas e diosgenina, um precursor essencial para a sintese de
medicamentos esteroides, com possibilidade de reutilizagdo da enzima imobilizada sem perda

de eficiéncia (Puri e Banerjee, 2000).

1.6  Sistemas de produgdo

As caracteristicas nutricionais e adaptativas dos fungos filamentosos tém
impulsionado a explorac¢do de seu vasto potencial, especialmente devido a sua capacidade de
crescer em substratos simples e de baixo custo, além de sua habilidade de expressar e excretar
proteinas. Com os avangos no entendimento da fisiologia, bioquimica e genética desses

fungos, tornou-se possivel aproveitar seu imenso potencial para a produg¢do de enzimas de
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interesse industrial (Cortez, Castro e Andrade, 2016). Embora esses fungos prefiram a
fermentagdo em estado solido (FES), adaptando-se bem a ambientes de baixa umidade, esse
método apresenta limitagdes para a produgao industrial em larga escala, especialmente devido

as dificuldades na escalabilidade do processo.

Nesse contexto, a fermentagdo submersa (FS) surge como uma alternativa mais viavel
para a producao, especialmente em biorreatores automatizados e escalaveis. A FS permite
ajustes na composi¢ao nutricional e nos fatores fisicos, como a disponibilidade de carbono,
nitrogénio, minerais, vitaminas, controle de pH, temperatura, agitacdo e oxigenacdo. No
entanto, um dos principais desafios da FS ¢ a baixa atividade enzimatica dos fungos, o que

ainda exige intensas pesquisas para melhorar o processo (Nazir et al., 2023).

Para garantir o crescimento celular eficiente durante a FS, o meio de cultivo utilizado
deve fornecer todos os nutrientes essenciais, que sdo necessarios tanto para a producdo de
energia quanto para a manutencdo das funcdes celulares. Os nutrientes mais utilizados
incluem carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K), sddio (Na), enxoftre (S), célcio
(Ca) e magnésio (Mg), sao os elementos mais utilizados no processo (Cortez, Castro e

Andrade, 2016).

A flexibilidade da FS, com modelos adaptaveis, amplia suas aplicagdes nas industrias
de alimentos, bioenergia e biotecnologia. Para garantir a viabilidade economica, ¢ essencial
utilizar componentes acessiveis no meio de cultivo, assegurando tanto o sucesso financeiro

quanto o cumprimento dos padrdes de qualidade do produto.

A produgdo de naringinase, seja por fermentagdo em estado sélido ou submersa, ¢ um
tema abordado em diversos estudos, nos quais sdo apresentados os microrganismos utilizados,
os meios de cultivo, as fontes indutoras da enzima e os parametros experimentais adotados. A
diversidade de substrato faz com que os autores utilizem diferentes fontes de carbono para
obter a enzima, assim como utilizem diferentes métodos de quantificagao da enzima (Souza,

2022).

A tabela 3 resume alguns desses artigos, ilustrando a diversidade e as particularidades

das abordagens empregadas.
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Tabela 3 - Atividade enzimatica de naringinase produzida por diferentes microrganismos em processos
fermentativos utilizando fontes indutoras diversas.

Microrganismo Fonte indutora da Fermentacio Atividade Referéncia
enzima Enzimatica
Aspergillus niger Casca de citricos FS 568 (U/ml) - Borkar,
Naringinase Chakraborty e
Gokhale, 2021
Bacillus subtilis Casca de Laranja FS 4,82 (U/ml) - Selim et al., 2023
Naringinase
Aspergillus Naringina FES 385 (U/ml) - Shanmugaprakash
brasiliensis (Comercial) Naringinase etal., 2015
Neurospora sp. Casca de Laranja FS 389 (U/ml) - Salunkhe et al.,
Naringinase 2024
Aspergillus niger Tangerina Ougan FS 20,81 (U/ml) - a- Zhang et al., 2024
ramnosidase
Aspergillus terreus  Tangerina Ponkan e FES 150,14 (U/g) - o- Souza, 2022
Naringina (Sigma) ramnosidase
Bacillus Naringina (Sigma) FS 380,35 (U/mg) - a- Zhu et al., 2017
amyloliquefaciens ramnosidase
11568

Nesse contexto, a conducdo de pesquisas voltadas ao aprimoramento de processos € a

utilizacdo de matérias-primas de baixo custo configura-se como uma estratégia promissora
para o avang¢o da biotecnologia industrial. Tal enfoque justifica-se pela necessidade de
economicamente vidveis e ambientalmente

desenvolver processos mais eficientes,

sustentaveis, atendendo as exigéncias da industria por solugdes inovadoras e competitivas.
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2. JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de frutas citricas, com destaque para a
producdo de tangerina, que ocupou o segundo lugar no ranking nacional em 2023, com
1.052.000 toneladas produzidas, sendo o estado de Sao Paulo responsavel por 30,75% desse
total (IBGE, 2023). Esse alto volume de producao gera uma quantidade significativa de
residuos agroindustriais, ja que até 50% da massa da fruta ¢ descartada na forma de cascas,

sementes e polpas apos o processamento (Sharma et al., 2016).

Esses residuos, embora ricos em nutrientes como acucares, fibras, 6lecos essenciais,
pectina e flavonoides (Sharma et al., 2022), sdo altamente pereciveis e fermentaveis, o que os
torna um passivo ambiental relevante. Seu descarte inadequado pode impactar negativamente
o meio ambiente, afetando a microbiota do solo e promovendo a polui¢ao de corpos hidricos
(Sharma et al., 2016). Diante desse cendrio, o reaproveitamento desses residuos se insere na
logica da economia circular, que busca transformar subprodutos em insumos para novos

processos industriais.

No caso da casca da tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco), estudos mostram que
ela possui alto teor de compostos bioativos, como naringina, hesperidina e narirutina, que
podem atuar como substratos e indutores naturais para a producdo de enzimas como a
naringinase (Sharma et al., 2022). A utiliza¢do dessa biomassa na fermentacdo microbiana
representa, assim, uma estratégia promissora tanto para a valoriza¢do de residuos quanto para

a produgdo de compostos de interesse industrial.

A naringinase ¢ uma enzima com atividades de o-ramnosidase (EC 3.2.1.40) e B-
glicosidase (EC 3.2.1.21), cuja aplicagdo inclui a remog¢do do amargor de sucos citricos, a
modificagdo de glicosideos bioativos, o aumento da biodisponibilidade de flavonoides e a
producdo de naringenina, um composto de interesse nas industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética (Ugar e Goktas, 2023). No entanto, o custo da naringinase comercial ¢ elevado, em
funcdo da utilizagdo de substratos sintéticos e processos de purificacdo para a sua obtencao

(Puri e Banerjee, 2000), o que limita sua aplicacdo em larga escala.

Nesse contexto, a produc¢do de naringinase a partir de residuos agroindustriais, como a
casca de tangerina, por meio de fermentacdo submersa utilizando microrganismos como
Aspergillus  spp., apresenta-se como uma alternativa economicamente viavel e

ambientalmente sustentavel. A substituicdo de insumos caros por substratos abundantes e de
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baixo custo pode reduzir s o custo de produgdo da enzima, a0 mesmo tempo em que promove

o reaproveitamento de residuos e a mitigacao de impactos ambientais (Yafetto, 2022).

Portanto, este estudo justifica-se pela necessidade de desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos sustentaveis, com base na valorizacao de residuos agricolas e na producao de
enzimas de alto valor agregado. A aplicacdo desse modelo pode contribuir para a inova¢ao na
industria enzimatica, a redugdo de custos industriais € a promoc¢ao de praticas alinhadas aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especialmente os ODS 9 (Industria,

inovacao e infraestrutura) e 12 (Consumo e produgdo responsaveis) das Nagdes Unidas.

3. OBJETIVO

Analisar a producdo da enzima naringinase por fungos filamentosos cultivados em
fermentagdo submersa utilizando casca de tangerina Ponkan como principal fonte de carbono

e indutor da sintese de naringinases.

3.1 Objetivo especifico

» Avaliar a produgdo de o-ramnosidase e B-glicosidase obtidos na fermentacio
submersa em diferentes meios de cultivo utilizando a casca de tangerina Ponkan.

» Selecionar a cepa fingica com base nos dados de atividade e na eficiéncia de
hidrélise da naringina pelos extratos enzimaticos brutos.

» Estudar os efeitos das condigdes de cultivo na producdo da enzima naringinase
através da fermentacdo submersa.

» Avaliar a eficiéncia de hidrolise da naringina pelos extratos enzimaticos

produzidos nas melhores condigdes selecionadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e processamento da biomassa

A casca da tangerina Ponkan utilizada nos experimentos foi obtida por meio da
aquisicdo da fruta no CEASA/RJ, durante o periodo de safra, que ocorre de marco a setembro.
As compras foram realizadas, preferencialmente, nos meses correspondentes a primeira

metade desse periodo, devido a sua maior disponibilidade e qualidade.

A biomassa passou pelo processo de secagem em forno industrial por 12 horas a uma
temperatura constante de 50°C, até atingir 40% de umidade. Ap6s o procedimento, ela foi
processada em um moinho de facas com peneiras de retencdo metalicas, projetadas para
permitir a passagem de particulas com tamanho inferior a 2 mm aos quais foram utilizadas.
Em seguida, o material foi armazenado em recipiente fechado hermeticamente em congelador

a uma temperatura de — 18°C.

4.2 Microrganismos

Para este estudo, foram utilizados fungos filamentosos pertencentes ao banco de cepas
do Laboratério de Microbiologia Industrial da Escola de Quimica, localizada no Centro de
Tecnologia da UFRJ. Foram empregados os seguintes microrganismos: Aspergillus niger,
Aspergillus awamori 10C 3915 e Aspergillus terreus. As amostras dos fungos utilizadas foram
mantidas em tubos contendo meio 4gar batata dextrose (PDA), refrigerados a uma

temperatura maxima de 5 °C, com renovac¢ao do meio de cultivo a cada 3 meses.

4.3 Obtencao da solugdo de esporos

Para a obten¢do do indculo, o fungo foi cultivado em 60 ml de meio agar batata
dextrose. O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer com capacidade volumétrica de 500
ml, mantidos por 7 dias a uma temperatura de 30 °C em estufa. Apds o crescimento, os
esporos foram suspensos através do uso de algas e utilizando 40 ml de solucdo tampao de
fosfato de sodio 0,1 M com pH 7, acrescida de 0,1% de Tween 80 em relagdo ao volume
utilizado. Posteriormente, a contagem dos esporos foi realizada com o auxilio de uma camara
de Neubauer em microscopio Optico, € o volume necessario para alcangar a concentragdo
desejada de inoculo foi calculado. As concentracdes de indculo utilizadas neste estudo foram

5x10° e/ml, 5,25%10° ¢/ml e 1x107 e/ml.
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4.4  Meios de cultivo da fermentagao submersa

Durante o estudo, foram utilizados trés diferentes meios de cultivo na fermentacgao

submersa, com suas respectivas descri¢des nas tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4 - Composi¢ao do primeiro meio de cultivo (Mandels e Weber, 1969).

Componente Concentracao (g/L)
Ureia — CO(NHz)» 0,3
Sulfato de amonio - (NH4),SO4 1,4
Fosfato monopotassio - KH,PO4 2
Cloreto de célcio - CaCl, 0,4
Sulfato de magnésio - MgSO4 0,3
Peptona 0,75
Extrato de levedura 0,25
Sulfato de manganés — MnSOg4 0,0016
Sulfato ferroso — FeSOq4 0,005
Sulfato de zinco - ZnSO4 0,0014
Cloreto de cobalto — CoCl, 0,0037

Tabela 5 - Composi¢ao do Segundo meio de cultivo (meio minimo).

Componente Concentragao (g/L)
Sulfato de amonio - (NH4),SO4 2,0
Sulfato de magnésio - MgSO4 0,5
Cloreto de potassio - KCl 0,5
Fosfato dipotassio - K;HPO4 1,0

Tabela 6 - Composigdo do terceiro meio de cultivo.

Componente Descricao

Agua (H,0) Valor do meio base 200 ml

Nos experimentos conduzidos, a casca de tangerina Ponkan foi empregada como fonte
de carbono em concentragdes distintas, conforme o meio de cultivo ¢ a fase do estudo. Na
fase de escolha do fungo e do meio de cultivo, a concentragdo testada foi de 5 g/L em meio
Mandels, permitindo uma avaliagdo preliminar da capacidade do fungo em metabolizar o

residuo citrico em um meio nutritivo.
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Os meios minimo e 4gua foram utilizados com adi¢do de 10 g/L da casca, com o
objetivo de investigar o potencial do residuo em condigdes mais restritivas, ou seja, com baixa
ou nenhuma oferta de nutrientes adicionais. Posteriormente, na etapa de estudo de parametros,
o meio Mandels foi suplementado com concentragdes maiores do residuo (10 g/L e 15 g/L)

para determinar sua influéncia sobre o rendimento enzimatico em determinadas condicdes.

4.5 Fermentacdo submersa

O processo fermentativo foi conduzido em frascos do tipo Erlenmeyer com capacidade
volumétrica de 500 ml, contendo um volume de 200 ml de meio de cultivo acrescido de uma
concentragdo especifica de casca de tangerina Ponkan e indculo. O processo ocorreu ao longo
de 7 dias a uma temperatura constante de 30°C, com agitagdo pré-determinada que variou de

acordo com o experimento, sendo testados os valores de 120 rpm, 160 rpm e 200 rpm.

4.6  Protocolo de obtengdo da enzima

Apods o processo de fermentacdo, o extrato bruto contendo a enzima foi coletado e
transferido para tubos Falcon de 50 ml. Cada amostra foi entdo centrifugada a 6000 rpm por 5
minutos, sendo o sobrenadante utilizado para a andlise da atividade enzimatica e da
concentragdo de proteinas totais. As amostras analisadas foram posteriormente armazenadas

em um congelador a —18 °C.

4.7 Quantificacao da atividade enzimatica e proteinas totais

A quantificacdo enzimatica foi realizada para determinar as atividades de B-glicosidase
e a-ramnosidase, bem como a concentracdo de proteinas totais nos extratos enzimaticos
obtidos durante as fermentacdes. A dosagem das enzimas ¢ sempre feita através da medida de
sua atividade, que ¢ avaliada pela velocidade da reacdo que a enzima catalisa. Uma unidade
internacional (U) ¢ definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 umol de produto
por minuto em condic¢des especificas para cada caso. A atividade especifica de uma enzima,
por sua vez, ¢ definida como a medida da atividade enzimdtica por unidade de massa de

proteina, sendo obtida através da razdo entre a atividade enzimatica e a concentracdo de
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proteinas totais da amostra de fermentacdo. As metodologias utilizadas para cada ensaio sao

descritas a seguir.

4.7.1 Atividade de a-ramnosidase

Para determinar a atividade da a-ramnosidase, foi seguido o método estabelecido por
Romero et al. (1985). Inicialmente, foi combinado 0,5 ml de uma solugdo contendo 3,5 mM
de p-nitrofenil-a-L-ramnopiranosideo (Sigma — N7763) com 0,5 ml de tampao acetato de
sodio 0,1M a pH 3,5 e adicionados 0,005 ml do extrato enzimatico. A mistura resultante foi
incubada a 57°C por 2 minutos para promover a reacdo enzimatica. Posteriormente, a reacao
foi interrompida adicionando 0,05 ml da mistura em 3 ml de solugao 0,5M de NaOH e
medindo as absorbancias a 400 nm. Para corrigir eventuais interferéncias, um branco foi
preparado, substituindo os volumes de enzima e substrato por tampdo acetato de sddio.
Adicionalmente, para o controle da enzima e substrato, os volumes sao substituidos pelos do
tampdo acetato de sddio. Uma curva padrdo com diferentes concentragdes de p-nitrofenol
(Sigma) foi realizada (Souza, 2022).

A atividade enzimatica foi calculada utilizando a seguinte equagao:

X * Abs * Vr x D
Tr xVe

Ativ. (U/ml) =
Onde:
e Ativ. = Valor da atividade enzimética obtida
e Abs. = Valor de absorbancia da amostra.
e a: Coeficiente angular da curva padrao (umol/ml).
e Vr: Volume total da mistura reacional.
e Tr: Tempo de incubagdo da reacao.
e Ve: Volume de extrato enzimatico utilizado na reagao.

e D: Fator de diluicao da amostra.

4.7.2 Atividade da B-glicosidase
Para quantificar a atividade da B-glicosidase, foi seguido o método descrito por Tan,
Mayers e Saddler (1987). Este método envolve o uso de uma solucdo 0,1% (m/v) de p-

nitrofenil-B-D-glicopiranosideo previamente preparada em tampdo acetato de sodio 0,1 M
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com pH 4,8 como substrato. A reagdo foi realizada misturando 0,4 ml da solu¢do de pNPG
(Sigma — N7006) com 0,1 ml do extrato enzimatico a 50°C por 15 minutos. Ap6s o periodo de
incubacdo, a reacao e interrompida com 1 ml de solucao de 10% de bicarbonato de sédio e as
absorbancias sao medidas a 410 nm. Um branco foi preparado para ajuste do zero do
aparelho, no qual os volumes de enzima e substrato sdo substituidos pelo tampao acetato de
sodio e para o controle de enzima e substrato, seus respectivos volumes sdo substituidos pelo
tampao acetato de sodio. Uma curva padrao com diferentes concentragdes de p-nitrofenol
(Sigma) foi realizada (Souza,2022).

O célculo da atividade enzimatica foi realizado conforme descrito no item anterior.

4.7.3 Proteinas Totais

Para a quantificacdo das proteinas totais, foi utilizado o método de Bradford (1976).
Este procedimento consisti na mistura de 1 ml da solugdo corante de Coomassie Brilliant Blue
com 0,1 ml da amostra. A reacdo ¢ conduzida por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, as absorbancias sdo medidas a 595 nm em espectrofotometro. Este método ¢
amplamente reconhecido pela sua eficacia na determinacdo da concentracao de proteinas em
solugdes. Os valores de absorbancias serdo convertidos em mg de proteina utilizando uma
curva padrdo de albumina (Souza, 2022).

A foi quantificagdo das proteinas totais foi calculada utilizando a seguinte equacao:

C =1,9333*Abs*D

Onde:
o C = Concentracdo de proteinas Totais (mg/ml)
e 1,9333 = Coeficiente angular (mg/ml)
e Abs. = Valor de absorbancia da amostra.

e D: Fator de diluicdo da amostra.

4.7.4 Atividade especifica
A atividade especifica foi determinada pela razdo entre a atividade média da -
glicosidase ou a-ramnosidase (expressas em U/ml) e a concentragdo média de proteinas totais,

sendo expressa em unidades por miligrama de proteina total (U/mg).
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4.8  Hidrolise da naringina

O experimento foi executado em frascos Erlenmeyer de 100 ml, providos de tampa de
rosca. A reacdo foi conduzida empregando 0,5% de naringina (Sigma) como substrato e o
sobrenadante do cultivo, contendo uma atividade de a-ramnosidase de 100 unidades por
grama, tendo o volume final de 40 ml. As reacdes foram realizadas sob agitacdo constante de
200 rpm em uma incubadora rotatoria, mantida a uma temperatura de 50°C por um periodo de

24 horas (Souza, 2022).

4.9  Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os niveis de naringina e naringenina nas amostras dos ensaios de hidrolise utilizando
0s extratos enzimaticos brutos da fermentacdo submersa obtida através dos fungos
filamentosos selecionados foram determinados utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando um detector de arranjo de diodos (DAD) com comprimento de
onda de 280 nm. e uma coluna C18 de fase reversa (Sum x 250nm x 4,6 mm), de acordo com
a metodologia proposta por Ribeiro e Ribeiro (2008). As amostras foram eluidas com
acetonitrila (solvente A) e agua ultrapura (solvente B), de acordo com o gradiente descrito na

Tabela 7.

Tabela 7 - Gradiente de eluigdo empregado no sistema CLAE para quantificagdo e naringina e naringenina.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0-8 23 77
8-15 65 35
15-20 70 30
20-21 23 77
21-22 23 77

A precisdo do método foi estabelecida por meio da constru¢do de uma curva de
calibracdo utilizando amostras padrao de naringina (Figura 4) e naringenina (Figura 5),
conforme descrito por Souza (2022). A eficiéncia (%) foi entdo determinada como a razao
entre a quantidade de naringenina formada detectada no cromatograma e a quantidade de

naringina detectada (convertida em concentracdo de naringenina) somada a concentra¢do de
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naringenina detectadas no cromatograma, multiplicada por 100 para expressar o resultado em

percentual.

Curva padrao - naringina
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Figura 4 - Curva padrio para calibracdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, usando naringina (Sigma
—91842).
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Figura 5 — Curva padrdo para calibragdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, usando naringenina
(Sigma — 52186).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo da produ¢do de naringinase em espécies de Aspergillus em fermentagio
submersa.

A primeira etapa do estudo teve como objetivo avaliar a atividade enzimatica da
naringinase através da quantificagdo da atividade B-glicosidase em trés espécies de fungos do
género Aspergillus: A. awamori, A. niger, A. terreus, durante 10 dias.

Os perfis de atividade B-glicosidica produzida ao longo do tempo pelo fungo A. niger

nos trés meios utilizados em fermentagao submersa estao apresentados (Figura 6).
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Figura 6 — Atividade de B-glicosidase (U/mL) produzida por 4spergillus niger cultivado com casca de tangerina
Ponkan, ao longo de 240 horas de fermenta¢ao submersa.

Observou-se que 0 meio minimo promoveu a maior producdo da enzima, atingindo o
pico de 1,718 U/ml em 216 horas de cultivo. Este comportamento sugere que, apesar da
simplicidade da formulagdo, o meio minimo forneceu os nutrientes essenciais em proporgoes
adequadas, favorecendo a expressao da [-glicosidase.

O meio Mandels, proporcionou a obtengdo da enzima com um alcance de atividade
inferior em compara¢do ao meio minimo, com valores de 0,567 a 0,595 U/ml entre 168 e 216

horas. A producgdo neste meio mostrou-se mais estavel e gradual ao longo do tempo, embora a
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atividade tenha diminuido abruptamente na ultima coleta (0,173 U/ml em 240 h), indicando
possivel inativacao enzimatica.

No meio com agua, as atividades enzimaticas obtidas foram bastante reduzidas, com
valores maximos de apenas 0,149 U/ml em 216 horas. A producao foi praticamente nula até
144 h, revelando que a casca de tangerina, utilizada como unica fonte de carbono e nutrientes,
foi possivelmente insuficiente para sustentar um metabolismo mais ativo do microrganismo
sob estas condigoes.

A seguir, sdo apresentados os perfis de atividade B-glicosidica produzida ao longo do

tempo pelo fungo A. awamori nos trés meios utilizados em fermentagdo submersa (Figura 7).
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Figura 7 - Atividade de [-glicosidase (U/ml) produzida por Aspergillus awamori cultivado com casca de
tangerina Ponkan, ao longo de 240 horas de fermentacao submersa.

O meio minimo destacou-se como o mais eficiente para a produ¢do da enzima,
apresentando um aumento progressivo da atividade até atingir o valor méximo de 0,850 U/ml
em 192 horas. No entanto, quando comparado aos valores de atividade da B-glicosidase
obtidos durante a fermentacdo submersa com A. niger, esse valor foi significativamente
menor. A principal vantagem observada foi a redu¢do no tempo necessario para alcangar a
atividade méxima. Esse perfil indica que a composi¢do nutricional desse meio foi adequada

para estimular a sintese da B-glicosidase por A. awamori, possivelmente por conter nutrientes
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em concentragdes balanceadas, suficientes para o crescimento celular e, ao mesmo tempo,
capazes de induzir a produ¢do da enzima.

Por outro lado, o0 meio Mandels apresentou uma producdo mais estavel e moderada,
com valores variando de 0,459 a 0,470 U/ml entre 96 e 216 horas, seguido por uma queda
abrupta da atividade para 0,100 U/ml em 240 horas.

O meio Agua, proporcionou resultados com as menores atividades enzimaticas ao
longo de todo o periodo analisado, com pico de apenas 0,250 U/ml em 168 horas. Indicando
que, embora a casca de tangerina contenha compostos que possam ser aproveitados pelo
fungo, sua composi¢do isolada ndo € o suficiente para sustentar uma produ¢do enzimatica
significativa, refor¢ando a importancia da suplementagdo nutricional para maximizar o
rendimento da B-glicosidase.

De forma geral, os dados obtidos indicam que a composi¢do do meio de cultivo exerce
influéncia sobre a producdo de B-glicosidase por A. awamori, sendo o meio minimo o mais
promissor entre os testados. Além disso, o tempo de cultivo também se mostrou um fator
importante, com a maior atividade enzimatica sendo observada em 192 horas no meio
minimo, sugerindo esse ponto como ideal para a obten¢do do extrato enzimaético.

A seguir, sdo apresentados os perfis de atividade B-glicosidica produzida ao longo do

tempo pelo fungo 4. terreus no meio Mandels em fermentagdo submersa (Figura 8).
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Figura 8 - Atividade de B-glicosidase (U/ml) produzida por Aspergillus terreus cultivado com casca de tangerina
Ponkan, ao longo de 240 horas de fermentacao submersa.
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Observa-se um aumento progressivo da atividade de B-glicosidase no meio Mandels
ao longo do tempo, indicando que esse meio foi eficaz para induzir o crescimento de 4.
terreus € para a sintese enzimatica. A atividade enzimatica atingiu o valor maximo de 0,341
U/ml em 240 horas. Esse comportamento sugere que a produgao de B-glicosidase € continua,
sendo potencialmente dependente da fase tardia do crescimento micelial.

Em decorréncia de dificuldades no cultivo de Aspergillus terreus, que apresentou
crescimento abaixo do esperado em meio de cultivo PDA, ndo foi possivel obter a
concentracdo adequada de esporos, inviabilizando a condugdo das fermentagdes em meio
minimo e em agua.

Apbs o estudo do perfil de produgdo foram selecionados os meios de cultivo e tempo
de fermentagdo submersa que apresentaram as maiores atividades de B-glicosidase para cada
fungo estudado (tabela 8), com o objetivo de quantificar a atividade de a-ramnosidase e
utilizd-las em processos de hidrolise da naringina previamente descritas na metodologia com
posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Essa sele¢ao permitiu
uma caracterizacdo mais detalhada dos extratos enzimaticos brutos, além de viabilizar a

comparag¢do da producdo da enzima entre as diferentes linhagens fungicas estudadas.
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Tabela 8 — Quantificacdo da atividade a-ramnosidase e -glicosidase dos pontos selecionados e valores de pH
final da FS.

Microrganismo Meio de  Atividade Atividade  Atividade de Atividade de Tempo pH
cultivo de B- de B- a- o- (horas) final

glicosidase glicosidase ramnosidase ramnosidase

(U/ml) especifica (U/ml) especifica
(U/mg) (U/mg)
A. niger Mandels 0,567 + 1,458 23,335+ 59,987 168 6,51
0,030 5,240
Minimo 1,718 + 2,121 7,917 +£ 0,092 17,711 216 6,55
0,023
Agua 0,149 + 0,723 7,293 £ 0,055 35,402 216 5,30
0,003
A. awamori Mandels 0,459 + 0,973 15,210 + 32,224 144 6,31
0,004 1,103
Minimo 0,850 £ 2,121 6,500 + 0,184 16,209 192 6,72
0,021
Agua 0,250 + 3,492 6,110+ 0,001 63,645 168 6,72
0,031
A. terreus Mandels 0,341 + 1,954 23,467 + 134,097 240 6,59
0,021 0,092
Minimo * * * % * %
Agua * * * * * *

* Nao foi possivel realizar a Fermentagao submersa devido a problemas no cultivo do fungo 4. terreus.

Para Aspergillus niger, observou-se a maior atividade de [-glicosidase no meio
minimo, 1,718 + 0,023 U/ml, com atividade especifica de 2,121 U/mg, enquanto a maior
atividade de o-ramnosidase foi detectada no meio Mandels com 23,335 + 5,240 U/ml,
acompanhada de uma atividade especifica de 59,987 U/mg. Esses resultados sugerem que o
meio minimo favorece a producdo da B-glicosidase, enquanto o meio Mandels estimula a
sintese de a-ramnosidase.

No caso de Aspergillus awamori, a tendéncia foi semelhante. A maior atividade de -
glicosidase foi registrada no meio minimo, 0,850 + 0,021 U/ml, enquanto a a-ramnosidase
alcancou o maior valor no meio Mandels com 15,210 + 1,103 U/ml. Esse resultado indica o
potencial de 4. awamori para aplicagdes em processos sustentdveis, com producao enzimatica

relevante mesmo em meio de baixo custo e auséncia de nutrientes suplementares.
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Para Aspergillus terreus, o crescimento s6 foi possivel no meio Mandels, sendo
inviavel nos demais meios devido a dificuldades no cultivo. Ainda assim, os resultados
obtidos foram expressivos: a atividade de B-glicosidase foi de 0,341 = 0,021 U/ml, ¢ a de a-
ramnosidase foi de 23,467 + 0,092 U/ml. Destaca-se a alta atividade especifica de a-
ramnosidase de 134,097 U/mg, o maior valor registrado entre todas as condi¢des avaliadas, o
que sugere uma elevada capacidade de secrecdo de a-ramnosidase em relagdo a secrecdo de
outras proteinas.

No meio contendo apenas agua, as atividades enzimdticas apresentadas foram
reduzidas, como esperado. No entanto, a producdo de a-ramnosidase manteve-se
consideravel, indicando uma certa capacidade do fungo de expressar enzimas mesmo sob
condi¢des nutricionalmente limitadas. A enzima produzida pelo Aspergillus awamori nesse
meio apresentou atividade especifica de B-glicosidase de 3,492 U/mg e de a-ramnosidase de
63,645 U/mg, evidenciando que, apesar da limita¢ao nutricional, o fungo manteve a produgao
da enzima especifica.

Em sintese, os resultados demonstram que o meio de cultivo e a espécie fungica
influenciam o perfil enzimético obtido. O meio Mandels foi o mais eficaz para a producdo de
a-ramnosidase, especialmente por A. terreus e A. niger, enquanto o meio minimo se destacou
para a B-glicosidase.

Ao se analisar os valores de pH inicial e final nos diferentes meios de cultivo, observa-
se a capacidade metabodlica dos fungos em alterar a acidez do meio, promovendo uma
elevagdo do pH e tornando o ambiente mais favoravel ao seu crescimento. No inicio da
fermentagdo, os valores de pH eram de 4,22 no meio Mandels, 4,95 no meio minimo e 6,87
no meio contendo apenas agua. A tendéncia de aproximagado dos valores ao pH neutro ao final

do cultivo evidencia a adaptagdo e atividade metabolica dos microrganismos.

5.2 Hidrolise Enzimatica da Naringina

Extratos brutos dos pontos analisados na Tabela 8 foram empregados na hidrdlise da
naringina (Sigma-Aldrich), seguindo a metodologia previamente descrita, e posteriormente
avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O extrato bruto de Aspergillus
niger cultivado no meio Mandels foi selecionado para os testes de hidrolise por apresentar alta
atividade de a-ramnosidase em comparacdo com as demais amostras. O extrato de Aspergillus
terreus no meio Mandels também foi escolhido por apresentar atividade de o-ramnosidase

equivalente a observada no extrato de 4. niger cultivado no mesmo meio. Ja os extratos brutos
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de Aspergillus awamori, obtidos nos meios Mandels, minimo e 4agua, foram incluidos nos
testes de hidrolise devido ao menor tempo necessario para sua obtengdo e por apresentarem
niveis moderados de atividade de B-glicosidase e a-ramnosidase em comparagao aos extratos

de A. niger e A. terreus. A eficiéncia da hidroélise da naringinase estd descrita na (Tabela 9).

Tabela 9 — Eficiéncia da hidrdlise da naringina relativa aos pontos selecionados.

Microrganismo Meio de cultivo Eficiéncia da naringinase (%)
A. niger Mandels 20,47
A. awamori Mandels 17,98
Minimo 11,85
Agua 0,00
A. terreus Mandels 3,34

Apesar de Aspergillus awamori ter apresentado bom desempenho na producio de B-
glicosidase e a-ramnosidase, visto na (Tabela 8), sua eficiéncia na hidrolise da naringina foi
inferior a obtida com 4. niger no meio Mandels. Especificamente, A. niger apresentou a maior
eficiéncia de naringinase, com 20,47%, enquanto A. awamori obteve no maximo 17,98% no

mesmo meio.

Nos demais meios testados com o extrato A. awamori, a eficiéncia foi menor: 11,85%
no meio minimo € 0% no meio agua. Esse resultado sugere que a presenga das enzimas nao
garante, por si sO, a eficiéncia do processo de hidrodlise, indicando que fatores como a
presenca de inibidores e especificidade da enzima por outros flavonoides possa interferir no

Processo.

No caso de A. terreus, embora tenha apresentado uma boa atividade de a-ramnosidase
no meio Mandels, a eficiéncia de hidrolise foi apenas 3,34%. Isso reforca a ideia de que talvez
nao houvesse a presenca da B-glicosidase em niveis adequados para a conversao completa da
naringina, € que haja a presenca de inibidores como glicose, cellobiose e produtos de
transglicosilagdo, e que também possa apresentar especificidade para outro flavonoide (Bohlin
et al., 2010). As condicdes da hidrolise também ndo estdo otimizadas, e as condigdes
escolhidas para esta primeira avaliagdo podem ter efeitos diferentes sobre as enzimas

produzidas por cada cepa fungica.
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Desta forma, a escolha do Aspergillus awamori como microrganismo produtor de
naringinase baseou-se em diversos fatores relevantes observados durante os experimentos.
Primeiramente, destacou-se pelo menor tempo necessario para alcangar sua maxima atividade
enzimatica em comparagao aos demais fungos avaliados, o que representa uma vantagem em
processos fermentativos. Além disso, trata-se de uma espécie menos explorada na literatura
cientifica em relagdo ao amplamente estudado A. nmiger, o que abre espaco para novas
descobertas. O fungo 4. awamori também apresentou niveis moderados de atividade de -
glicosidase e a-ramnosidase, além de uma eficiéncia satisfatoria na hidrolise da naringina,
revelando-se um candidato promissor para futuros estudos de otimizagdo de pardmetros com

vistas ao aprimoramento de sua producdo enzimatica e hidrolise.

A selecao do meio de cultivo Mandels foi fundamentada na sua capacidade de manter
a atividade da B-glicosidase relativamente estavel por um periodo de quatro dias e promover
maior sintese de a-ramnosidase. Além disso a eficiencia hidrdlise da naringina pelo extrato
enzimatico do 4. awamori produzido no meio Mendels foi maior que nos outros meios com

este fungo.

Por fim, o tempo de cultivo adotado foi de 168 horas (ou 7 dias), tendo em vista que,
nesse intervalo, a atividade enzimatica da naringinase em meio Mandels j& havia atingido ou
se encontrava proxima de seu pico maximo. Tal escolha visa garantir o aproveitamento ideal
da enzima, possibilitando sua aplicacdo eficiente em processos biotecnoldgicos e estudos

cientificos.

5.3  Estudo dos efeitos de varidveis sobre a produ¢do de -glicosidase por Fermentagao

Submersa pelo fungo Aspergillus awamori

Apds a andlise dos meios alternativos, foram conduzidos ensaios experimentais
delineados conforme a matriz de planejamento fatorial fracionario, com o objetivo de estudar
os efeitos dos parametros sobre a produgdo da atividade P-glicosidica As variaveis
independentes investigadas incluiram: pH inicial do meio de cultivo, concentraciao de esporos
do in6culo, velocidade de agitacdo e concentracdo de casca no meio Mandels, utilizando o

fungo filamentoso Aspergillus awamori.

A matriz do planejamento fatorial fracionado 2 *! e os valores das respostas de

atividade de B-glicosidase apos 3 e 7 dias de cultivo estdo apresentados na (Tabela 10).
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Tabela 10 — Matriz do planejamento fatorial fracionado 2 *! e os respectivos valores obtidos para as variaveis
resposta.

Ensaios pH Indculo (e/ml) Agitacdo  Concentracio Dia 3 - Atividade Dia 7 - Atividade

inicial (Rpm) de Casca (g/L) de p-glicosidase de B-glicosidase

(U/ml) (U/ml)
A -1(5)  -1(500x10%  -1(120) -1(5) 0,006 0,120
B +1(7)  -1(500x10%  -1(120) +1 (15) 0,014 0,179
C -1(5) +1(1,00x 107)  -1(120) +1 (15) 0,027 0,238
D +1(7) +1(1,00x107)  -1(120) -1(5) 0,008 0,009
E -1(5) -1(5,00x10%  +1(200) +1 (15) 0,340 0,564
F +1(7)  -1(5,00x 105  +1 (200) -1(5) 0,234 0,284
G -1(5) +1(1,00x 107)  +1(200) -1(5) 0,186 0,253
H +1(7)  +1(1,00x107)  +1 (200) +1 (15) 0,215 0,977
I 0 (6) 0 (5,25 x 10%) 0 (160) 0 (10) 0,184 0,576
J 0(6) 0 (5,25 x 10%) 0 (160) 0(10) 0,163 0,505

Para analise dos efeitos das variaveis estudadas sobre a produgdo de B-glicosidase nos
tempos de 3 e 7 horas foi utilizado a significancia de 10%, indicado para planejamentos de
selecdo de variaveis. Os efeitos estdo apresentados nas (Tabelas 11 e 12) para os tempos de 3

e 7 dias, respectivamente.

Tabela 11 - Efeito das varidveis sobre a atividade em 3 dias de cultivo.

Efeito Erro padrao t (6) p
Média 0,141727 0,013274 10,67704 0,000040
(1)pH -0,022000 0,031130 -0,70671 0,506253
(2) Inéculo -0,039500 0,031130 -1,26886 0,251492
(3) Agitagao 0,230000 0,031130 7,38829 0,000315
(4) Conc. casca 0,040500 0,031130 1,30098 0,240990

*R2=0, 90682
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Tabela 12 - Efeito das variaveis sobre a atividade em 7 dias de cultivo.

Efeito Erro padrio t (6) P
Meédia 0,370500 0,064734 5,723463 0,002278
(1)pH 0,068500 0,144749 0,473234 0,655986
(2) Indculo 0,082500 0,144749 0,569954 0,593363
(3) Agitacdo 0,383000 0,144749 2,645967 0,045647
(4) Conc. casca 0,323000 0,144749 2,231455 0,076026

*R2=0, 71476

Observa-se que em 3 dias a variavel agitagdo foi estatisticamente significativa com
efeito positivo. Em 7 dias, a varidvel agitacdo demostra ser a varidvel com maior efeito. Seu
efeito positivo indica que o aumento da agitacdo promove maior atividade enzimatica,
possivelmente devido a melhor dispersao de nutrientes e oxigenagdo. A concentragdo de casca
também possui um efeito positivo relevante, sugerindo que o aumento da quantidade de

substratos e do indutor favorece a atividade enzimatica.

A seguir, foram removidas do modelo as varidveis que nao apresentaram significancia
estatistica (p > 0,10), com o objetivo de identificar possiveis variaveis com efeitos
marginalmente significativos, considerando-se como tal aquelas com valor de p entre 0,05 e
0,10. Além disso, foi realizada a andlise da curvatura para avaliar a presenga de uma possivel
regido de maximo ou minimo dentro das faixas experimentais das varidveis estudadas. As

(Tabelas 13 e 14) apresentam essa andlise para os cultivos com 3 e 7 dias, respectivamente.

Tabela 13 — Analise considerando as variaveis marginalmente significativas em 3 dias de cultivo.

Efeito Erro padrao t (6) p
Média 0,128750 0,012630 10,19375 0,000052
Curvatura 0,095167 0,048370 1,96746 0,096690
(2) Indculo -0,039500 0,025261 -1,56370 0,168920
(3) Agitacdo 0,230000 0,025261 9,10509 0,000099
(4) Conc. casca 0,040500 0,025261 1,60329 0,159992

*R2=0, 93864
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Tabela 14 — Analise considerando as varidveis marginalmente significativas em 7 dias de cultivo.

Efeito Erro padrio t(6) P
Média 0,328000 0,057783 5,676366 0,001288
Curvatura 0,425000 0,258415 1,644639 0,151148
(3) Agitacdo 0,383000 0,115567 3,314098 0,016122
(4) Conc. casca 0,323000 0,115567 2,794918 0,031373

*R2=0,78182

No cultivo em 3 dias (Tabela 13) a curvatura foi significativa indicando uma regido de

maximo dentro das faixas estudadas. J& para 7 dias de cultivo a curvatura nao foi significativa.

54 Condigdes selecionadas ap6s estudo das varidveis no planejamento fatorial fracionado

na Fermenta¢ao Submersa.

Apds as andlises do planejamento experimental foram selecionados quatro novos
experimentos, levando em consideragdo o efeito positivo das varidveis agitacdo e
concentracdo de casca e o efeito positivo da curvatura. Os experimentos L, M, N e O foram
nomeados sequencialmente para dar continuidade a ordem alfabética dos ensaios anteriores.
Nos experimentos L e M, as varidveis que apresentaram efeito significativo e positivo apos 7
dias de cultivo foram ajustadas para a condicdo codificada +1 (alta agitacio e alta
concentragdo de casca). As varidveis que ndo demonstraram efeito significativo foram fixadas
em +1 no experimento L e em 0 (nivel médio) no experimento M. O experimento N foi
conduzido com todas as varidveis em seus valores médios (codificados como 0). Ja no
experimento O, as variaveis significativas foram mantidas nos valores médios (0), enquanto
as nao significativas foram ajustadas para a condi¢do codificada +1. A (Tabela 15) apresenta o

delineamento completo desses experimentos.
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Tabela 15 — Condicdes selecionadas apos analise do planejamento experimental para avaliacdo das enzimas de
Aspergillus awamori em fermentacdo submersa.

Ensaios  pH inicial

Ino6culo (e/ml)

Agitagdo (rpm)

Concentracio de Casca (g/l)

L

M
N
o

+1(7) +1 (1,00 x 107)
0 (6) 0 (5,25 x 10°)
0 (6) 0 (5,25 x 10°)
+1(7) +1 (1,00 x 107)

+1 (200)
+1 (200)
0 (160)
0 (160)

+1(15)
+1(15)
0 (10)
0 (10)

Os ensaios L, M, N e O foram conduzidos sob as condigdes estabelecidas, ¢ os

resultados das atividades enzimaticas, atividades especificas, pH final e concentracdo de

proteinas sdo apresentados na (Tabela 16).

Tabela 16 — Quantificag@o das atividades enzimaticas.

Atividade - Atividade Atividade a- Atividade
pH glicosidase Especifica ramnosidase Especifica Proteinas
Ensaios Final (U/ml) (U/mg) (U/ml) (U/mg) totais (mg/ml)
L 6,36 0,441 +0,021 1,349 316,110 + 15,420 790,27 0,327 + 0,001
M 6,66 0,447 £ 0,009 1,960 284,050 + 19,400 992,26 0,228 + 0,001
N 6,46 0,340 £ 0,005 1,659 278,280 + 14,510 135791 0,205 + 0,001
0) 6,35 0,319+ 0,072 1,098 268,660 + 17,230 727,43 0,290 + 0,001

A fim de verificar a eficiéncia das reagdes de hidrolise da naringina, foram

selecionados os ensaios L e M., que apresentaram os melhores valores entre as atividades

de a-ramnosidase (U/ml) e p-glicosidase (U/ml). A eficiéncia do processo foi avaliada

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e os resultados estdo apresentados na

(Tabela 17) e os cromatogramas ilustrados nas (Figuras 9 e 10).

Tabela 17 - Eficiéncia de conversdo da naringina em naringenina (%) pelos extratos brutos de Aspergillus
awamori obtidos em fermentacao submersa utilizando meio Mandels nos ensaios L e M.

Microrganismo Meio de cultivo Ensaios Eficiéncia da naringinase (%)
A. awamori Mandels L 52,18
M 88,28




36

DAD1A Sig=2804 Ref=off

TO0A
650+ ‘(\ 9
E00H . .
] Naringenina

500

450 /
400+

350 : :

i Naringina
250
200+
150
100

mAl

Prunina

i 2 3 4 & 6 7 8 & 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Time [min]

Figura 9 - Utilizacdo do extrato bruto do Ensaio L em hidrélise da naringina, seguindo as condic¢des
estabelecidas na metodologia.
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Figura 10 - Utilizacdo do extrato bruto do Ensaio M em hidrélise da naringina, seguindo as condi¢des
estabelecidas na metodologia.

A hidrélise da naringina utilizando o extrato enzimatico obtido no ensaio L (Figura 9)
apresentou eficiéncia de 52,18%, resultando em uma concentra¢do de naringenina de 0,084
mg/ml, conforme evidenciado pelo cromatograma. A hidrolise da naringina utilizando o
extrato enzimatico obtido no ensaio M (Figura 10) apresentou eficiéncia de 88,28%,
resultando em uma concentragdo de naringenina de 0,093 mg/ml, conforme evidenciado pelo

cromatograma.



37

6. DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliadas trés espécies fungicas do género Aspergillus (A. niger,
A. awamori e A. terreus) previamente selecionadas com base nos dados apresentados por
Souza (2022). Na etapa de triagem quantitativa por fermentagdo submersa, realizada
conforme descrita por Souza, os fungos apresentaram niveis distintos de atividade [-
glicosidase, com valores de 0,21 U/ml para Aspergillus niger, 0,20 U/ml para A. awamori e
0,39 U/ml para 4. terreus. A produ¢do enzimatica foi conduzida utilizando o meio proposto
por Mandels e Weber (1969), modificado com a adi¢do de naringina (sigma) como indutor
especifico da expressdo da naringinase. Ainda segundo os dados do estudo de Souza, os
valores de atividade a-ramnosidase obtidos foram de 109,98 U/ml para 4. awamori, 102,08
U/ml para A. terreus € 63,71 U/ml para A. niger, sendo A. awamori a espécie que apresentou o

melhor desempenho nessa etapa.

A fim de avaliar alternativas mais sustentaveis, este estudo avaliou as espécies
fingicas utilizando a casca da tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) como fonte natural
de substratos e indutor da enzima estudada durante a fermentacdo. A composi¢cdo dessa
variedade de casca revela altos teores de compostos fenolicos e flavonoides, como naringina,
narirutina e hesperidina, o que a torna promissora para inducdo de enzimas como a

naringinase (Sharma et al., 2016).

De maneira geral, os residuos citricos (cascas, sementes e bagaco) possuem potencial
como fontes de compostos bioativos, sobretudo os flavonoides, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e terapéuticas. Entretanto, a liberacdo desses
compostos estd diretamente condicionada a estrutura da parede celular vegetal. Conforme
relatado por Magbool ef al. (2023), essa estrutura ¢ composta por uma matriz complexa de
fibras insoluveis (celulose, hemicelulose e lignina) e fragdes soliveis como a pectina, o que
dificulta a extragdo eficiente dos metabdlitos intracelulares. Diante dessa barreira estrutural,
estratégias fisico-quimicas vém sendo propostas para promover a desestruturacdo da parede
celular, como extragdo assistida por ultrassom, micro-ondas, tratamentos hidrotérmicos,
processos enzimaticos € uso de dgua subcritica (Magbool et al., 2023). Essas técnicas tém
demonstrado eficacia na liberacdo de flavonoides, aumentando sua concentracao ¢
biodisponibilidade, aspecto fundamental para aplicagdes industriais em alimentos funcionais,

cosméticos e farmacos.
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Além da extragdo, a composic¢ao nutricional desses residuos também os torna atraentes
como substratos para processos fermentativos. A casca de tangerina, por exemplo, ¢ descrita
como rica em fibras, vitamina C, aglcares, 0leos essenciais e pectina (Magbool et al., 2023).
Esses componentes ndo apenas favorecem o crescimento microbiano, mas também podem
atuar como fontes naturais de carbono e energia, substituindo nutrientes sintéticos em meios

de cultivo.

Nesse contexto, a valorizacdo de residuos como a casca de tangerina, seja pela
extragcdo de compostos bioativos ou pelo seu uso como substrato fermentativo, desponta como
uma abordagem vidvel e sustentavel. Compreender a influéncia da estrutura vegetal na
liberagao desses compostos ¢ essencial para o desenvolvimento de processos eficientes e

ambientalmente responsaveis voltados a obten¢ao de metabolitos de alto valor agregado.

No presente estudo, ao empregar a casca de tangerina Ponkan em meio Mendel como
fonte natural de indutores, os valores maximos de atividade B-glicosidase observados foram
0,567 U/ml (168 h) para A. niger, 0,459 U/ml (144 h) para 4. awamori e 0,341 U/ml (240 h)
para A. terreus. Esses valores foram superiores aos relatados por Souza (2022), exceto para A.
terreus. Quanto a atividade a-ramnosidase, os valores obtidos — 20,33 U/ml (4. niger), 15,21
U/ml (4. awamori) e 23,44 U/ml (A. terreus) foram inferiores. Tal redug¢do pode estar
relacionada a menor concentracdo de flavonoides glicosilados na casca da tangerina Ponkan, o
que limita a indu¢do da a-ramnosidase (Abatte et al., 2012). Outro fator relevante ¢ a matriz

complexa do substrato, que influencia a disponibilidade real das moléculas ao microrganismo.

Adicionalmente, o tempo necessario para atingir a atividade enzimdatica méxima
variou entre as cepas: 4. terreus exigiu um tempo mais prolongado, enquanto 4. awamori e A.
niger atingiram seus picos em menor tempo. O pH final dos cultivos variou entre 6,0 e 7,0
ficando de acordo com os dados de Souza (2022), o que indica estabilidade das condigdes

fermentativas.

Os dados obtidos também estdo em consonancia com os achados de Puri e Banerjee
(2000), que destacou A. niger como o mais eficiente entre 96 isolados testados para a
producdo de naringinase em cultivo submerso, especialmente com indutores como a
naringina. Esse estudo também demonstrou a estabilidade térmica da enzima, que manteve
80% de sua atividade apds 4 horas a 60 °C, sustentando a robustez catalitica da naringinase

em condic¢oes industriais.
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Corroborando esses achados, as metodologias analiticas empregadas neste trabalho,
como as descritas por Romero et al. (1985) e Tan, Mayers e Saddler (1987), que utilizam
temperaturas inferiores ao limiar de estabilidade térmica da enzima (57 °C e 50 °C,
respectivamente), mostraram-se adequadas e seguras para a quantificagdo das atividades

enzimaticas.

A composi¢cdo do meio de cultivo ¢ um dos fatores determinantes para o sucesso de
processos fermentativos, impactando diretamente no crescimento microbiano, na expressao de
atividades enzimaticas e na sintese de metabolitos. A formulagdo adequada do meio permite
ndo apenas o atendimento das necessidades nutricionais do microrganismo, mas também a
modulagdo de vias metabolicas especificas, que podem favorecer a producdo de metabdlitos

primdrios ou secundarios de interesse biotecnoldgico (Singh et al., 2017).

Os principais componentes do meio de cultivo incluem fontes de carbono, nitrogénio,
fosforo, micronutrientes, vitaminas e, em alguns casos, precursores metabolicos. O carbono,
sendo a principal fonte de energia e de blocos estruturais para as células microbianas, exerce
papel fundamental ndo apenas no crescimento, mas também na regulacdo do metabolismo
secundario (Singh et al., 2017). Fontes de carbono de répida assimilagdo, como a glicose,
podem provocar repressao catabdlica de certos metabolitos, enquanto fontes de assimilagao
lenta, como a lactose, sdo mais adequadas a produ¢do de compostos como antibidticos (Singh
et al., 2017). De modo similar, a fonte e a concentragdo de nitrogénio influenciam
substancialmente a biossintese de metabdlitos, sendo que fontes organicas (ex.: aminoacidos e
peptona) e inorganicas (ex.: nitrato e amonio) apresentam efeitos varidveis conforme o
microrganismo e o produto-alvo. O fosforo, essencial para a formacdo de fosfolipidios e
acidos nucleicos, também requer atengdo, visto que concentragdes elevadas desse nutriente

podem suprimir a produgdo de metabolitos secundarios (Singh et al., 2017).

Nesse contexto, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a
composi¢ao do meio de cultivo influencia a expressao das atividades enzimaticas associadas a
producao de naringinase. Observou-se que o meio minimo favoreceu a produgdao de [3-
glicosidase em Aspergillus niger e A. awamori, sugerindo que concentragdes reduzidas,
porém balanceadas, de nutrientes podem induzir vias metabdlicas especificas para a
biossintese dessa enzima. Por outro lado, o meio Mandels promoveu maior producao de a-

ramnosidase em todas as espécies avaliadas, com destaque para A. terreus. No entanto, as
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dificuldades observadas no cultivo desta espécie inviabilizaram sua continuidade como

microrganismo candidato a producdo eficiente de naringinase.

Além dos aspectos bioquimicos, a formulacdo do meio de cultivo deve também
considerar o custo dos insumos, especialmente em processos de escala industrial. O uso de
matérias-primas de baixo custo, como residuos agroindustriais, tem se mostrado uma
estratégia promissora para substituicdo de fontes comerciais de carbono e nitrogénio,
contribuindo para a sustentabilidade e viabilidade econdmica do processo (Singh et al., 2017).
Dessa forma, o meio de cultivo constitui uma etapa essencial no desenvolvimento de

processos fermentativos eficientes.

Os resultados obtidos evidenciam que a composicdo do meio de cultivo influencia
diretamente a atividade B-glicosidica dos isolados avaliados. Observou-se que o meio minimo
proporcionou uma maior eficiéncia na inducido da producdo enzimatica ao longo do tempo,
em comparagdo com os demais meios testados. Essa maior atividade pode estar relacionada a
auséncia de compostos repressivos que poderiam inibir a expressdo da enzima, bem como a
presenga de nutrientes essenciais em concentragdes adequadas para o crescimento fiingico e a
ativacdo das vias metabolicas envolvidas na sintese da B-glicosidase. Além disso, a maior
disponibilidade de componentes da parede celular e de residuos intracelulares pode ter
favorecido a indugdo enzimadtica, ao fornecer substratos que estimulam a hidrélise e a

expressao de enzimas relacionadas, como a B-glicosidase (Jeong et al., 2021).

Por outro lado, o meio Mandels apresentou uma produgdo mais estdvel e moderada,
com valores de atividade B-glicosidica variando de 0,327 a 0,473 U/ml entre 72 e 216 horas,
seguido por uma queda abrupta para 0,100 U/ml em 240 horas. A estabilidade observada até
216 horas sugere que os componentes complexos presentes neste meio como peptona, extrato
de levedura e sais minerais sustentaram o metabolismo fingico durante a maior parte do
processo fermentativo, reduzindo efeitos de degradagdo da enzima por proteases. No entanto,
esses mesmos componentes ndo favoreceram um pico de producdo enzimatica, como
verificado no meio minimo. A reducao acentuada da atividade ao final do cultivo pode estar
associada ao esgotamento de nutrientes essenciais ou ao acimulo de metabdlitos inibitorios,

que comprometem a viabilidade celular e a atividade enzimatica.

Em comparagdo aos demais meios testados, o meio contendo apenas dgua apresentou
os menores valores de atividade B-glicosidica ao longo do experimento. Apenas em 168 horas,

durante a fermentacdo submersa com Aspergillus awamori, foi observada sua melhor resposta
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enzimatica, com atividade de 0,250 U/ml. Esse desempenho inferior pode estar relacionado a
auséncia de nutrientes essenciais para o crescimento fungico e a inducdo da sintese

enzimatica,

Os extratos enzimaticos brutos escolhidos a partir das condi¢des estudadas foram
utilizados na hidrélise da naringina pura, e os produtos foram analisados por CLAE. A
eficiéncia da hidrélise foi de 20,47% para A. niger, 17,98% para A. awamori e 3,34% para A.
terreus. Nenhum dos cromatogramas revelou o intermediario prunina, sugerindo sua rapida
conversao ou auséncia detectavel, o que pode indicar a efetividade do sistema enzimatico
completo, como evidenciado nas figuras em anexo 1,2 e 5. No estudo realizado por Souza
(2022) foi realizado uma hidrolise acida (2M de HCI e 0,5% de naringina com a reacdo
ocorrendo a 80°C por 2 horas) sendo possivel visualizar os picos de naringina, prunina e

naringenina.

Com base nos resultados obtidos, a escolha de Aspergillus awamori como
microrganismo produtor de naringinase foi justificada por sua capacidade de atingir
rapidamente a atividade méxima e por apresentar desempenho consistente. Apesar de menos
estudado na literatura, 4. awamori demonstrou um perfil enzimatico promissor, e eficiéncia
de hidrolise comparavel ao 4. niger com os extratos produzidos em meio minimo e meio

Mandel o que pode ser visto através das tabelas 8 e 9.

Visando aprimorar as condi¢gdes fermentativas, foi empregada a metodologia de
planejamento fatorial fracionario, permitindo avaliar a influéncia simultanea de varidveis
operacionais de forma eficiente. Essa abordagem possibilitou a identificagdo dos principais
fatores que afetam a producdo de B-glicosidase. Ao longo dos dez ensaios realizados, as
variaveis investigadas incluiram pH inicial, concentragdo de indculo, velocidade de agitagdo e
concentragdo de casca. A andlise estatistica revelou que a velocidade de agita¢do foi o fator
mais significativo, com efeito positivo nos tempos de 3 e 7 dias, provavelmente devido a
melhora na dispersdao de nutrientes e oxigenacao do meio. Em complemento, a concentragao
de casca de tangerina apresentou efeito positivo significativo em 7 dias, € a variagdo na
concentracdo de indculo ndo apresentou efeito significativo sobre a atividade B-glicosidica
dentro da faixa estudada. Esse resultado sugere que, nas condi¢des avaliadas, diferentes
concentragdes de inoculo ndo influenciam de forma expressiva a produgdo enzimatica em 3 e
7 dias, permitindo uma maior flexibilidade na escolha dessa varidvel sem prejuizos ao

desempenho do processo.
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O pH dentro da faixa avaliada (pH 5 a 7), ndo exerce um efeito relevante sobre a
producdo de B-glicosidase por Aspergillus awamori neste sistema. Tal comportamento pode
estar associado a adaptabilidade fisioldgica do microrganismo, que apresenta capacidade de
crescimento e producdo enzimatica em uma ampla faixa de pH, particularmente em condigdes

levemente acidas a neutras.

A presenca de curvatura no modelo de 3 dias de cultivo indica que existe uma
condig¢do ideal, ou ponto 6timo, dentro da faixa estudada das variaveis, onde a atividade de -
glicosidase tende a ser maxima. Isso sugere que os melhores resultados podem ser obtidos
ajustando as variaveis para valores intermediarios, proximos aos pontos centrais do
experimento. Por outro lado, aos 7 dias de cultivo, o modelo apresentou comportamento
linear, indicando que a atividade de B-glicosidase varia de forma proporcional ao aumento ou
a reducdo dos niveis das variaveis, sem evidéncia de um ponto 6timo dentro das faixas

estudadas.

Por fim, os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial fracionado permitiram
identificar as melhores condigdes experimentais para a produgdo enzimatica. A escolha desses
parametros buscou explorar as faixas de varidveis que demonstraram maior potencial na

triagem inicial, servindo como ponto de partida para a etapas posterior.

Os ensaios L, M, N e O foram conduzidos a partir dos efeitos encontrados,
incorporando variagdes pontuais dos fatores: pH inicial, concentracdo de indculo, agitagao e

concentragdo de casca de tangerina Ponkan.

Destacaram-se os ensaios L e M, que apresentaram os maiores valores de atividade
enzimatica para ambas as enzimas. Os ensaios L e M, atingiram 0,441 e 0,447 U/ml de B-
glicosidase e 316,11 e 284,05 U/ml de a-ramnosidase, respectivamente. Esse desempenho
pode ser atribuido a combinacao de alta agitacdo (200 rpm) e maior concentragao de casca (15
g/L), que eram as condigdes comuns destes dois ensaios (L e M), condigdes que
provavelmente favoreceram tanto o crescimento do microrganismo quanto a expressdo das

enzimas de interesse.

Com base nesses resultados, os extratos brutos provenientes dos ensaios L ¢ M foram
utilizados nas reagdes de hidrolise da naringina, permitindo uma avaliacdo direta da eficiéncia
biocatalitica do sistema. As andlises realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) demonstraram eficiéncia de hidrolise consideravelmente superior no extrato do
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ensaio M (88,28%) em comparacdo ao do ensaio L (52,18%). Este resultado corrobora os
dados de atividade enzimatica, indicando uma correlagdo positiva entre a atividade das

enzimas € a conversao da naringina em seus produtos hidrolisados.

Assim, as condigdes testadas no ensaio M mostraram-se mais adequadas para a
producdo de naringinase por Aspergillus awamori em fermentagdo submersa, representando

um ponto de partida promissor para estudos subsequentes.

7. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a viabilidade da produciao de naringinase por fungos
filamentosos utilizando a fermentacdo submersa com casca de tangerina Ponkan como
substrato indutor. A partir dos objetivos especificos propostos, foi possivel alcancar os

seguintes resultados:

e A produ¢do de a-ramnosidase e P-glicosidase foi influenciada pela composi¢do do
meio de cultivo. O meio Mandels favoreceu a produgcdo de a-ramnosidase,
especialmente por Aspergillus terreus, enquanto o meio minimo induziu a produgdo de
B-glicosidase por A. niger e A. awamori, evidenciando o papel dos nutrientes na

regulacdo metabolica das vias biossintéticas enzimaticas.

e A cepa mais promissora foi Aspergillus awamori, que apresentou atividade de [-
glicosidase maxima em tempo menor € manteve o desempenho mesmo em condic¢oes
nutricionalmente limitadas. Apesar do A. niger apresentar melhor rendimento na
hidrélise, o menor tempo de cultivo de 4. awamori tornou essa cepa mais atrativa em

termos de produtividade e economia de tempo.

e As condigdes de cultivo influenciaram significativamente a produgdo enzimatica. As
melhores condigdes determinadas foram: agitagdo de 200 rpm, concentracdo de
in6culo de 5,25 x 10°¢ esporos/ml, pH inicial 6 e 15 g/L de casca de tangerina. Esses
parametros proporcionaram um ambiente ideal para o desenvolvimento fungico e a

producdo de naringinase.

e A eficiéncia de hidrélise da naringina pelos extratos enzimaticos foi confirmada por
andlise por CLAE, validando a funcionalidade biocatalitica dos extratos obtidos. A

casca de tangerina mostrou-se um substrato eficaz e sustentdvel, alinhando-se aos
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principios da economia circular ao promover o reaproveitamento de residuos

agroindustriais.

Dessa forma, o estudo refor¢a que a selecdo da cepa, a caracterizacdo dos extratos
enzimdaticos ¢ o entendimento das varidveis de cultivo sdo etapas fundamentais para o

desenvolvimento de processos fermentativos otimizados e com potencial aplicacdo industrial.

Como perspectivas futuras, destaca-se a implementagdo de biorreatores com controle
automatizado, a imobiliza¢do das enzimas para reuso, e o aprofundamento dos estudos com

meio minimo visando & maximizagao da producdo enzimatica.
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9. ANEXOS
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Anexo 1 - Cromatograma da hidroélise enzimatica ap6s 24 horas. Utilizagdo do extrato de A. niger (168 h) em
meio Mandels com atividade de a-ramnosidase de 100 U/g.
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Anexo 2 - Cromatograma da hidrélise enzimatica apds 24 horas. Utilizagdo do extrato de A. awamori (144 h) em
meio Mandels com atividade de a-ramnosidase de 100 U/g.
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Anexo 3 - Cromatograma da hidrélise enzimatica ap6s 24 horas. Utilizagdo do extrato de A. awamori em meio
agua (168 h) com atividade de a-ramnosidase de 100 U/g.

DADA Sig=2804 Ref=off

Naringina

1800 Naringenina

1200

Prunina

A0

g8 8 10 11 12 13 14
Tirne [min]

Anexo 4 - Cromatograma da hidrélise enzimatica ap6s 24 horas. Utilizag@o do extrato de A. awamori em meio
minimo (192h) com atividade de a-ramnosidase de 100 U/g.
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Anexo 5 - Cromatograma da hidrolise enzimatica ap6s 24 horas. Utilizagdo do extrato de A. terreus (240 h) em
meio Mandels com atividade de a-ramnosidase de 100 U/g.



