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Identification of the amylolytic potential of mutant strains of the filamentous fungi Aspergillus nidulans
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Resumo

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais, apresentando grande importincia biotecnoldgica, principalmente na
industria alimenticia. Com o avango no conhecimento das enzimas, a utilizagdo dos fungos como fonte de enzimas vem adquirindo um
status de destaque nas mais variadas dreas industriais e comerciais. Diante disso, o presente estudo procurou identificar a presenca de
atividade amilolitica em quatro linhagens do fungo filamentoso Aspergillus nidulans, selvagem, PAT, biA1methG1 e CLB3, utilizando dois
meios distintos de cultura, BDA e Meio Completo a 2% amido, variando os tratamentos com adi¢ao ou nao de glicose. Foram determinados
o diametro médio da coldnia, o didmetro médio do halo e o Indice Enzimatico. Como resultados, todas as linhagens testadas foram capazes
de degradar o amido quando na auséncia de glicose, porém o tratamento que obteve estatisticamente melhor crescimento e maior degradagao
do amido foi 0 MC sem glicose a 2% amido e a linhagem que se demonstrou potencialmente degradadora de amido foi o mutante CLB3.
Conclui-se, portanto, que Aspergillus nidulans pode ser considerado como um produtor de amilases.
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Abstract

The amylases are among the most important industrial enzymes showing great biotechnological importance, mainly in the food industry.
Due to the advance knowledge in enzyme research, the use of fungi as source of enzymes has acquired a prominent status in most varied
industrial and commercial areas. Thus, the present study tried to identify the presence of the amylolytic activity in four stains of filamentous
fungi Aspergillus nidulans, selvagem, PAT, biAlmethG1 and CLB3 by using two different culture means, PDA and Complete mean with
2% starch, varying the treatments with and without the addition of glucose. The colony average diameter, the halo average diameter, and
the enzymatic index were determined. The results show that all strains tested were capable of degrading starch in the absence of glucose
although the treatment that presented statistically better growing and bigger degradation of starch was CM without glucose with 2% starch
and the strain that demonstrated potentially degradation was CLB3 mutant. It was concluded that Aspergillus nidulans can be considered

as an enzyme producer.
Keywords: enzymes; amylases; fungi; biotechnology.

1 Introdugao

Enzimas sdo substincias naturais envolvidas em todos os
processos bioquimicos, que dentre outras func¢des, sio capazes
de decompor moléculas complexas em unidades menores, como
carboidratos em agticares (OLIVEIRA; MULLER; SEGATO,
2004).

Devido a caracteristica de especificidade das enzimas, cada
substrato possui uma enzima respectiva. No caso do amido,
principal polissacarideo de reserva dos vegetais, sdo as amilases as
responsaveis pela sua quebra. Essas enzimas amiloliticas atuam na
quebra das ligages glicosidicas presentes nas cadeias de amilose
e amilopectina (LIN; HSU; CHU, 1997; GUPTA et al., 2003).

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas
industriais, apresentando grande importancia biotecnoldgica,
tais como aplicagdes nas industrias téxteis, cervejas, bebidas

destiladas, panificagdo, cereais para alimentac¢do infantil,
liquefagdo e sacarificagdo do amido, ragao animal, industria
quimica e farmacéutica. Apesar de poderem ser derivadas de
diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos,
enzimas microbianas geralmente encontram grande demanda
industrial. Atualmente, grandes quantidades de amilases
microbianas estdo disponiveis comercialmente e tém aplicagdo
quase completa na hidrolise do amido em industrias de
processamento do amido (GUPTA etal., 2003; PANDEY etal,,
2005).

A aplicacdo de microrganismos como as bactérias,
leveduras e principalmente os fungos, dentro da industria
alimenticia, resulta atualmente em uma industria extremamente
diversificada e com rendimentos econdmicos consideravelmente
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altos. Exemplos classicos de processos microbioldgicos sdo as
fermentagdes, destacando a produgido de bebidas alcodlicas e
alcool etilico, laticinios, acidos organicos e farmacos, incluindo
os antibidticos. Outros produtos de origem microbiana
considerados importantes sdo alguns polimeros de aplicagdo
industrial, moléculas estereoespecificas produzidas através de
biotransformagao, aditivos alimentares (aminodcidos) e vitaminas
(OMURA, 1992). Harki e Rakshist (2003) também trazem
como exemplo a produgdo de enzimas termorresistentes por
microrganismos extremofilos.

O género Bacillus ¢ um dos mais importantes e investigados
grupos de bactérias produtoras de amilase comercial. Porém, as
principais fontes bioldgicas de enzimas sao os fungos filamentosos
que perfazem 60%, em contraste com as bactérias, 24%; animal,
6%; planta, 4%; levedura, 4%; e Streptomyces, 2% (PANDEY etal.,
2000; ZAKS; DOODS, 1998).

Com o avango no conhecimento das enzimas, os fungos vém
adquirindo um status de destaque para varios tipos de industrias
uma vez que existe a possibilidade de utiliza-las para melhorar
varios aspectos do produto final.

A engenharia genética tem um papel importante na produgdo
de enzimas uma vez que pode ser usada para introduzir pequenas
mudangas na sequéncia genética do fungo, visando produzir
enzimas similares as originais, mas com propriedades alteradas.
Pode também ser usada para introduzir genes de organismos
originais em organismos produtores (hospedeiros), produzir
novas linhagens ou ainda produzir “enzimas puras” sem outras
atividades que possam interferir de uma maneira indesejavel no
produto (ARCHER; MACKENZI; JEENES, 2001).

Conforme Wainwright (1995), existem cerca de 200 espécies
de Aspergillus, comumente isolados do solo, de plantas em
decomposicdo e do ar. As espécies de Aspergillus produzem um
grande numero de enzimas extracelulares, muitas das quais sdo
aplicadas na biotecnologia. Dentre as espécies mais conhecidas,
encontram-se o Aspergillus flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans,
A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e o A. versicolor.
Os Aspergillus spp. pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota,
ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e género
Aspergillus. Pertencem também ao grupo dos hyalihyphomyces,
os quais formam esporos. Suas colonias podem apresentar
coloragdo branca, rosada, amarela, amarelo-esverdeada,
amarronzada ou verde. A taxa de crescimento destes fungos é
rapida a moderadamente rapida.

Esse trabalho teve como objetivo analisar o potencial
amilolitico de linhagens de Aspergillus nidulans e comparar a
atividade amilolitica de linhagens selvagens e mutantes dessa
espécie.

2 Material e métodos

Para testar o potencial de quebra do amido, utilizou-se o
mutante CLB3, e trés linhagens (selvagem, PAT e biAlmethG1)
de Aspergillus nidulans. Foi utilizado o Meio Completo (MC),
segundo Pontecorvo etal. (1953), a 2% amido, com e sem adi¢do
de glicose e meio Batata Dextrose Agar (BDA) com e sem adigdo
de dextrose, ambos preparados em pH 6,0. As linhagens foram
devidamente rejuvenescidas e repicadas em placas de petri com
0s respectivos meios.
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Asplacas inoculadas permaneceram em estufa incubadora
sob temperatura de 37 °C para crescimento durante cinco dias.
Apos o crescimento, as placas foram retiradas para a medigao do
didmetro das coldnias com o auxilio de um paquimetro. Para a
identifica¢do de atividade amilolitica, adicionaram-se em cada
placa 3 mL de tintura de iodo. Instantaneamente, uma zona
amarelada ao redor da coldnia indicou presenca de degradagio
de amido. A drea amarelada é denominada halo de hidrdlise.
Logo ap6s o procedimento, realizou-se a medigao do diametro
dos halos formados.

A atividade enzimatica foi determinada pelo método
de Hankin e Anagnostakis (1975) através da relagao entre o
diametro médio do halo de degradagao e o didmetro médio da
colonia, expresso como Indice Enzimatico (IE).

Para detectar diferencas nos valores médios dos tratamentos
arranjados ao acaso, os dados de trés repeti¢oes foram submetidos
a analise de variancia seguido do teste de Tukey, considerando
um delineamento estatistico de blocos casualizados.

3 Resultados e discussao

Do ponto de vista pratico, existem vdrias propostas para
determinar a atividade enzimatica por difusao radial em meio
solido. Os fatores determinantes que viabilizam esta sele¢do
incluem a correlagdo direta entre o tamanho do halo e a
capacidade degradativa dos microrganismos (CESKA, 1971;
LIN; CHANG; SHEN, 1991; NETO; CUNHA, 1987).

Para considerar um microrganismo bom produtor de
enzimas extracelulares em meio solido, Lealem e Gashe (1994)
indicaram um indice enzimatico maior ou igual a 2,0. Neste
experimento as linhagens demonstraram valores de IE < 2,0
(Tabela 1). Isso poderia indicar um baixo potencial enzimatico.
Entretanto, as linhagens testadas, quando mantidas refrigeradas
a 4 °C durante 10 dias, continuaram retirando do meio de
cultivo os nutrientes de que necessitavam, quebrando entio o
amido ainda disponivel. Pode-se considerar entao, as hipoteses
de que a refrigeracdo pode melhorar a agdo das amilases ou
entdo proporcionar uma condi¢do estressante para o fungo,
de forma que ele degrada e consome mais compostos do que o
normal. Partindo desse principio, sugere-se um maior estudo
para verificar se ha maior desempenho na degradaciao do amido
quando as linhagens sdo acondicionadas sob temperatura baixa
durante alguns dias.

O dado apresentado acima contradiz Fellows (1994) que
relata que a atividade enzimatica 6tima das enzimas microbianas
ocorre nas mesmas condi¢cdes em que se produz o crescimento
maximo dos microrganismos. Sabe-se que a maioria dos
estudos de produgio de amilases foi realizada a partir de fungos
mesofilicos dentro da faixa de temperatura de 25 a 37 °C.
Rendimentos 6timos de a-amilase foram alcancados entre 30
e 37 °C para Aspergillus sp., 30 °C para A. niger na produgio
da amiloglucosidase (COSTA, 1996); 30 °C para a produgio
de a-amilase por A. oryzae (TUNGA, R.; TUNGA B. S., 2003);
55 °C pelo fungo termofilico Thermomonospora; e a 50 °C por
T. lanuginosus na producéo de a- amilase (GUPTA et al., 2003).
Entretanto, ndo ha relatos de que se tenha testado o aumento da
atividade enzimdtica ap6s crescimento do fungo nas condigdes
ideais e refrigeragdo de 4 °C por 10 dias.
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Considerando que o meio descrito na literatura como
ideal para o crescimento de Aspergillus nidulans é o Meio
Completo (MC), os dados obtidos demonstram um crescimento
e formagdo de halo de hidrélise maiores do que os obtidos
em meio Batata Dextrose Agar (BDA), no qual o crescimento
da maioria das amostras nao foi satisfatério. Quanto ao
desempenho de cada linhagem, os resultados mostram que a
selvagem, considerada como controle, demonstrou resultados
satisfatorios quanto a degradagdo do amido, principalmente
nos meios em que néo havia glicose disponivel. Realizando uma

comparagdo da selvagem com as demais linhagens, observa-se
que a linhagem PAT foi a que mais se assemelhou ao controle,
seguida da linhagem biAlmethG1l. O mutante CLB3 deve ser
analisado separadamente, pois, segundo descrito por Rocha
(1997), possui caracteristicas peculiares como, por exemplo,
tamanho da coldnia reduzido.

Sendo assim, os valores obtidos na degradagdo do amido
em MC sem glicose a 2% amido sio menores do que as outras
linhagens testadas como se observa na Figura 1, porém mais
significativos, levando em consideragdo o menor tamanho da

Tabela 1. Comparagdes de médias de Indices Enzimaticos (IE) expressos em centimetros das linhagens mutantes de Aspergillus nidulans crescidas
em diferentes meios de cultivo, pH 6,0 sob refrigeragio e sem refrigeragao.

Linhagem Meio de cultura IE sem refrigeragdo IE sem refrigeragdo

MC sem glicose 1,19 a 1,55 a

biAlmethG1 MC com glicose 0 b 1,16 b
BDA sem glicose 0 b 0,25 c
BDA com glicose 0 b 0,55 d
MC sem glicose 1,22 a 1,48 a

PAT BDA sem glicose 0,2 b 1,39 b
BDA com glicose 0 c 1,16 c
MC com glicose 0 c 0,73 d
MC sem glicose 1,18 a 1,3 a

CLB3 BDA sem glicose 0 b 1,25 b
MC com glicose 0 b 1,18 c
BDA com glicose 0 b 0,54 d
MC sem glicose 1,32 a 1,4 a

Selvagem BDA sem glicose 1,02 b 1,25 b
MC com glicose 0,7 c 0,92 c
BDA com glicose 0 d 0,51 d

Meio Completo (MC), Batata Dextrose Agar (BDA). Letras iguais correspondem a dados estatisticamente iguais ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Sem refrigeragdo

7 -
6 -
5 4
4
3
1
0 =] |_| —_
DMH DMC 1IE DMH DMC IE DMH DMC IE DMH DMC IE
BDA com glicose BDA sem ghcose MC com glicose MC sem glicose
Com refrigeragao
6 -
5
4
3
2 4
il 1
0 |_|_-
DMH DMC DMH DMC DMH DMC DMH DMC IE
BDA com ghcose BDA sem ghcose MC com ghcose MC sem ghcose

O Selvagem @O CLB3 ® PAT B biAlmethGl

Figura 1. Grafico comparativo para os valores de Didmetro Médio do Halo (DMH), Didmetro Médio da Colénia (DMC) e Indice Enzimético
(IE) das linhagens mutantes de Aspergillus nidulans sob condi¢do sem refrigeragido e com refrigeragdo a 4 °C durante 10 dias em Meio Completo

(MC) e Batata Dextrose Agar (BDA).
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colonia do mutante. O fato do mutante CLB3 apresentar dados
estatisticos mais significativos também pode ser visualmente
comprovado quando comparado as imagens dos tamanhos dos
halos formados (Figura 2).

A avaliagdo das fontes de carbono revelou que todas
as linhagens testadas foram habeis em degradar o amido.
Algumas linhagens de microrganismos sdo capazes de
degradar tanto a-amilases como glicoamilases, como observado

F

E

por Moraes (2004) em Aspergillus niger. A glicose é uma
fonte de carbono facilmente metabolizada e esse fato pode
fazer com que o microrganismo consuma primeiramente a
glicose sem que haja a necessidade de expressio de enzimas
especiﬁcas e, posteriormente, com o esgotamento dessa fonte,
0 microrganismo passe a expressar enzimas especificas, para
que possa metabolizar outra fonte de carbono presente no
meio. Provavelmente, a expressdo inicial de amilases em fontes

Figura 2. Formagdo de halo apos adigdo da tintura de iodo em linhagens mutantes de Aspergillus nidulans mantidas em diferentes meios de
cultura. a) biAlmethG1 - Batata Dextrose Agar glicose; b) biAlmethG1 - Batata Dextrose Agar sem glicose; ¢) biAlmethG1 - meio completo
+ amido; d) biAlmethG1 - meio completo sem glicose + amido; e) CLB3 - Batata Dextrose Agar com glicose; f) CLB3 - Batata Dextrose Agar
sem glicose; g) CLB3 - meio completo + amido; h) CLB3 — meio completo sem glicose + amido; i) PAT - Batata Dextrose Agar com glicose;
j) PAT - Batata Dextrose Agar sem glicose; k) PAT - meio completo + amido; 1) PAT - meio completo sem glicose + amido; m) selvagem —
Batata Dextrose Agar com glicose; n) selvagem - Batata Dextrose Agar sem glicose; o) selvagem - meio completo + amido; p) selvagem - meio
completo sem glicose + amido.
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de carbono como o amido juntamente com a glicose poderia
ocorrer posteriormente (MONTEIRO; ULHOA, 2006). A
alta densidade celular e a alta taxa de crescimento especifico
podem ser obtidas com glicose, mas alta atividade especifica e
produgio de enzimas sdo obtidas com o amido (PANDEY et al,,
2000).

Todos os resultados indicaram que as linhagens testadas
sdo capazes de degradar o amido presente no meio de cultivo
quando na auséncia de glicose. Ressaltam-se os resultados
obtidos com o tratamento MC sem glicose a 2% amido que
demonstraram ser estatisticamente diferentes dos valores dos
demais tratamentos.

Fungos podem utilizar o amido como fonte de energia
para o crescimento e esporulagdo. No entanto, a produ¢io
de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com o
género e a espécie envolvida (DIANESE, 1990; GRIFFIN,
1994; NWUFO; FAJOLA, 1988). Iniimeros fatores de natureza
bioldgica ou fisico-quimica podem influenciar no nimero e
atividade enzimatica dos micro-organismos (SANOMIYA;
NAHAS, 2003; MACCHERONI JUNIOR; ARAUJO;
AZEVEDO, 2004).

De acordo com Pandey et al. (1999, 2005), as enzimas
amiloliticas também sdo produzidas por fungos filamentosos,
sendo preferidas as espécies de Aspergillus e Rhizopus.
Wainwright (1995) e Pandey et al. (2005) descrevem que
espécies como o Aspergillus niger, A. oryzae, A. awamori,
Fusarum oxysporum, Humicola insolens, Mucor pusillus,
Trichoderma viride sdo espécies produtoras de o-amilase, e
Aspergillus niger, A. fumigatus, A. saitri, A. terreus, A. foetidus e
Rhizopus foetidus, R. delemer sdo espécies de fungos utilizadas
paraa produgio de amiloglucosidase, assim como Soccol et al.
(2005) destacam que a amiloglucosidase (glucoamilase), na
maioria das vezes, é produzida principalmente por fungos dos
géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp. e Endomyces sp.

Diversos sdo 0os microrganismos produtores de a-amilase
e amiloglucosidase, destacando-se as espécies dos géneros
Aspergillus, Rhizopus, Bacillus que tém sido empregadas
em processos industriais (COSTA, 1996; PANDEY et al,,
2005). Ward (1989) afirma que, enquanto a maltose parece
ser o melhor indutor para a a-amilase de A. oryzae, o
amido, a maltose e a glucose estimulam a produgéo de
amiloglucosidase por A. niger. Fellows (1994) relata que as
preparagdes comerciais de amilases fungicas que contém
pequenas proporg¢des de fosfatase, glucoamilase e protease
sacarificam mais profundamente o amido que a amilase e
dao lugar a quantidades substanciais de maltose que contém
apenas glucose.

Sao utilizadas para os seguintes processos: eliminam a
turbidez produzida pelos amidos e reduzem a viscosidade dos
sucos de frutas; transformam o amido de cacau em dextrinas,
reduzindo assim sua viscosidade e melhorando os xaropes de
chocolate; reduzem a viscosidade da massa de panificacio e
aceleram a fermentagdo dessas massas pelas leveduras. Dentre as
amilases fungicas, as que apresentam maior interesse industrial
sdo: a-amilase, B-amilase; amiloglucosidase e dextrinase limite
(HARGER; SPRADA; HIRATSUKA, 1982).
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4 Conclusoes

Conclui-se, portanto, que todas as linhagens analisadas
demonstraram potencial de quebra do amido. Uma das
linhagens mutantes, CLB3, revelou-se boa produtora de amilases
tendo em vista o tamanho do halo formado em relagido ao
seu tamanho reduzido. As linhagens quando mantidas sob
refrigeracdo demonstram atividade amilolitica acelerada.
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