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RESUMO

Objetivou-se com a presente revisdo levantar as principais espécies microbianas produtoras de
enzimas envolvidas na degradacdo de compostos como a celulose, hemicelulose e lignina. A
maioria dos microrganismos isolados do solo, de residuos e material de compostagem sdo capazes
de produzir um amplo espectro de enzimas degradantes da parede celular vegetal. Essa atividade
enzimatica é essencial para a fermentacdo de carboidratos no ambiente ruminal, uma vez que os
ruminantes ndo sdo capazes de degradar esses polimeros, estabelecendo assim uma relacdo de
simbiose entre esses animais e a microbiota autéctone do trato gastrointestinal. Contudo, nao
somente na nutricdo animal as enzimas microbianas tem recebido atencdo, e cada vez mais estas
tem sido exploradas pelo setor industrial quanto as possibilidades biotecnologicas, como a
producdo de etanol. Observa-se uma diversidade microbiana no rimen, e variacdes na producdo
de enzimas. Mais estudos fazem-se necessdrios para elucidar os mecanismos modulatdrios de
enzimas no rimen de animais de producao, a fim de se obter aumento nos indices zootécnicos e
uma maior digestibilidade da fibra.
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MICROBIAL ENZYMES: BIOTECHNOLOGICAL POTENCIAL AND MODULATORY EFFECTS IN
RUMINANTS

ABSTRACT

The objective of this review was to survey the main microbial species producing enzymes involved
in the degradation of compounds such as cellulose, hemicellulose and lignin. Most of the
microorganisms isolated from soil, waste and compost material are capable of producing a broad
spectrum of degrading enzymes from the plant cell wall. This enzymatic activity is essential for the
fermentation of carbohydrates in the ruminal environment, since ruminants are not able to
degrade these polymers, thus establishing a symbiosis relationship between these animals and the
autochthonous microbiota of the gastrointestinal tract. However, microbial enzymes have not only
been receiving attention in animal nutrition, more and more these have been explored by the
industry as biotechnological possibilities, such as the production of ethanol. It is observed a
microbial diversity in the rumen, and variations in the production of enzymes. Further studies are
needed to elucidate the mechanisms of enzyme modulation in the rumen of production animals,
in order to obtain an increase in zootechnical indexes and a higher digestibility of the fiber.
Keywords: Cellulose, hemicellulose, lignin, rumen.
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1. INTRODUCAO

Lignocelulose é um dos abundantes complexos naturais de carbono organico encontrado
na forma de biomassa vegetal, que consiste principalmente em trés componentes vegetais:
hemicelulolse, celulose e lignina. A celulose é um homopolissacarideo (-1,4) ligado a residuos de
D-glucose, com xilana como seu principal componente, podendo apresentar variacdes de acordo
com a espécie da planta (BADHAN et al., 2007; WANG et al., 2014).

A estrutura varidvel e organizacdo da hemicelulose exigem a acdo sinérgica de varias
enzimas para a sua completa degradacdo. Este processo é muito lento devido a estrutura rigida
insoluvel da parede celular da planta e a disponibilidade limitada de microrganismos celuloliticos e
hemicelulolitcos eficientes. O polimero de hemicelulose possui alto peso molecular, pode ser
insoluvel ou associado a celulose e a lignina. Como a hidrdlise dos polissacarideos ocorre fora da
célula, os microrganismos tém de assegurar que pelo menos parte dos acucares sollveis
resultantes do processo de digestdo estarao disponiveis para eles (SHALLOM; SHOHAM, 2003).

A degradagdo da celulose e hemicelulose é realizada por microrganismos que podem ser
encontrados naturalmente no ambiente ou no trato digestério dos animais (SHALLOM; SHOHAM,
2003; GUTIERREZ-ROJAS et al., 2015). A maioria dos microrganismos isolados do solo, de residuos
e material de compostagem sao capazes de produzir um amplo espectro de enzimas degradantes
da parede celular vegetal (BADHAN et al., 2007).

A  hidrélise da celulose é realizada por componentes da celulase.
Além disso, diferentes enzimas, como por exemplo, arabinofuranosidase, glucouronidase, acetil
esterases e acetil xilana esterases, também sdo necessarias para uma hidrélise eficaz da fragao
hemiceluldsica. Essas enzimas tém aplicagdes em racgBes animais e nas industrias téxtil e
alimenticias, bem como nas de papel e celulose. As possibilidades de aplicagdes também incluem
bioconversdao de materiais lignoceluldsicos e agro-residuos de produtos de fermentacao,
clarificacdo de sucos e melhoria na consisténcia de cervejas (BADHAN et al., 2007).

Poucos sdo os trabalhos que compilam informacgdes a cerca das enzimas microbianas sobre
a fibra ingrediente da dieta de animais em sistema extensivo de pastejo, bem como sobre as
possibilidades de utilizagdo na modulagao dos parametros fermentativos ruminais. Dessa forma,
evidencia-se a necessidade de explorar o potencial papel de enzimas microbianas na area
biotecnoldgica e, mais especificamente na nutrigdo animal (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fungos aerdbios e/ou anaerdbios facultativos celuloliticos, hemiceluloliticos e lignoliticos

Atualmente, sabe-se que apesar da abundante disponibilidade de celulose, apenas uma
pequena porcentagem de microrganismos é capaz de degrada-la completamente. Um dos grupos
mais importantes corresponde ao dos fungos filamentosos, dentre eles: T. reesei, A. niger, A.
nidulans e apontado mais recentemente Neurospora crassa (GUTIERREZ-ROJAS et al., 2015).

Fungos filamentosos possuem a capacidade de produzir um complexo de enzimas como a
celulase e a xilanase. As celulases microbianas sdo mundialmente estudadas por varios
pesquisadores com o objetivo de aumentar a liberacdo de glicose dos substratos, maximizando a
fermentacdo e producdo de etanol (DIJKERMAN et al., 1997).

Genes que codificam as enzimas celuloliticas e xilanoliticas foram isoladas de fungos dos
géneros Aspergillus e Trichoderma (MARUI et al., 2002). Novas linhagens de Trichoderma reesei
tém sido desenvolvidas e vem como uma ferramenta util para melhorar a atividade da celulase ou
a produgao da mesma (ZHANG et al., 2010).

Brewer e Taylor (1969) estudaram a populagdo de fungos isolados aerobicamente do fluido
ruminal de ovelhas criadas sob regime extensivo na Inglaterra. Estes pesquisadores observaram a
presencga de estruturas fungicas tipicas de Aspergillus fumigatus e Sporomia spp. no fluido ruminal
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desses animais. Em estudo realizado por Abedin et al. (2013), essa espécie do género Aspergillus
apresentou potencial maximo para degradacao da lignina e atividade da lacase.

Os principais sinais indutivos para degradacdo da parede celular vegetal por fungos
filamentosos sdo derivados de celulose e xilana. Marui et al. (2002) isolaram um ativador
importante do gene da xilanase e avaliaram sua expressdao em Aspergillus oryzae. Sabe-se que
esse ativador é capaz de mediar a inducdo de celulose por expressao dos genes xilanoliticos, bem
como a de genes celuloliticos (MAURI et al., 2002).

A producdo extracelular de celulases por Aspergillus terreus M1l em materiais
lignoceluldsicos foi estudado. Os resultados mostraram que a atividade da celulase atingiu alto
nivel a 452 C e pH 3. Endoglucanase e b-glucosidase apresentaram atividade maxima em pH 2 e pH
3, respectivamente, e ambas mostraram notdvel estabilidade na faixa de pH 2-5. As preparacdes
de enzimas a partir desta cepa foram usadas para hidrolisar Avicel (celulose microcristalina) e os
maiores indices de hidrdlise foram obtidos até 63% em Avicel (5%) por 72 horas.
Tradicionalmente, a celulose é hidrolisada em meios acidos a altas temperaturas para producdo de
bioetanol. (GAO et al., 2008). Mostafa et al. (2016) corroboram com o fato de que A. Terreus tem
se mostrado um bom produtor de celulase, contudo neste trabalho, foi demonstrado atividade
enzimdtica 6tima em temperatura variando de 55 a 60°C, e pH 5,5 a 6,0.

Acremonium cellulolyticus é um fungo produtor de celulase e tem sido explorado pela
industria de enzimas. Trabalhos mostram que a adicdo de lactose aumenta significativamente a
producao de varias proteinas com atividade celulase
por A. Cellulolyticus. Sabe-se ainda que celulases de Trichoderma e Aspergillus spp. tém sido
investigadas em detalhes ha muitas décadas. No entanto, pouco se sabe sobre celulases do
Acremonium cellulolyticus (FANG et al., 2008).

Outro fungo descrito na literatura cientifica como destaque na degradac¢ado da celulose é o
Sporotrichum thermophile. Este pode degradar alguns tipos de material celulésico mais rapido do
que Trichoderma reesei (GAIKWAD; MAHESHWARI, 1994).

Neurospora crassa e Fusarium oxysporum sao consideradas raras espécies de fungos que
apresentam simultaneamente alta produgdo de celulase e de etanol celulésico. Ambas as espécies
foram recentemente aprovadas para utilizacgdo em experimentos com conversdao direta de
lignoceluloses a etanol (LIN et al., 2010).

Em estudo recente, os fungos Tuber maculatum e Tuber aestivum foram avaliados quanto a
capacidade de producdo de enzimas. Nadim et al. (2015) mostraram que a primeira espécie citada
produz sete tipos de enzimas (amilase, xilanase, lacase, lipase, peroxidase, cellulase and catalase),
ja T. Aestivum sé foi capaz de produz amilase, peroxidase e catalase; evidenciando a variacdo na
producdo de enzimas entre espécies do mesmo género fungico.

Pleurotus ostreatus e P. sajor-caju foram testados quanto a capacidade de produzir varias
enzimas celuloliticas e ligninoliticas como a lacase, lignina peroxidase, xilanase, endo-1,4- B- D-
glucanase e exo-1,4- B-D-glucanase em residuos agricolas de banana (biomassa de folhas e
pseudocaules). Os padrdoes de producdo dessas enzimas extracelulares foram estudadas durante o
crescimento dos microrganismos por um periodo de 40 dias. Ambos os microrganismos
apresentaram niveis semelhantes de atividades enzimaticas. Niveis muito baixos de atividade das
enzimas celuloliticas foram observados em relacdo as enzimas degradantes de lignina (REDDY et
al., 2003).

Uma revisao realizada ha mais de dez anos ja apresentava caracteristicas de produgao de
xilanase para diferentes grupos de microrganismos. Alguns dos microrganismos descritos como
produtores dessa enzima foram: Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Fusarium oxysporum,
Geotrichum candidum, Paecilomyces varioti, Penicillium purpurogenum, Trichoderma reesei,
Cephalosporium sp., Trichoderma harzianum (BEG et al., 2001).
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2.2 Fungos anaerdbios estritos do rimen celuloliticos e lignoliticos

Trabalhos relataram a capacidade de degradacdo da celulose por microrganismos ruminais.
Sabe-se que as enzimas dos fungos Piromyces sp. e Neocallimastix patriciarum sdo capazes de
converter efetivamente até 2% (w / v) de celulose microcristalina (Avicel) para glicose, indicando
assim a presenca de todas as atividades cataliticas (endoglucanases, exoglucanases e P-
glicosidases) necessarias. As enzimas de fungos anaerdbios sdo muito estdveis a 40° C. Apds uma
semana de incubacdo, a essa temperatura, na auséncia de substrato, aproximadamente 50% da
atividade em Avicel é mantida. Varios materiais naturais lignocelulésicos foram moidos e testados
como substratos. Uma correlagdo negativa foi encontrada entre a quantidade de lignina no
substrato e da liberagdo de agucares soltveis (DIJKERMAN et al., 1997).

Com o objetivo de avaliar a resisténcia mecanica de palha de trigo, apds incubacdo em
culturas de microrganismos ruminais celuloliticos, Fonty et al. (1999) observaram que
Neocallimastix frontalis reduziu consideravelmente a resisténcia a fracdo da palha, enquanto
bactérias ruminais como Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter succinogenes nao conseguiram
promover essa reducao.

Srinivasan et al. (2001) determinaram a producdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas de
Neocallimastix frontalis em meios de cultura contendo diferentes concentragGes de celulose. A
producdo de enzimas celuloliticas e os produtos da fermentac¢do nao diferiram quando esse fungo
foi cultivado em meios contendo 8 g e 4g de celulose, respectivamente.

Pesquisas revelam ainda que Piromyces e Neocallimastix patriciarum possuem niveis
significativamente mais elevados de atividade fibrolitica que Orpinomyces joyonii e Neocallimastix
frontalis (YANKE et al., 1996). Ademais, o Neocallimastix spp. € um dos principais fungos
anaerdbios no rumen capaz de digerir eficientemente a biomassa celuldsica (WANG et al., 2011).

2.3 Bactérias com potencial celulolitico e hemicelulolitico e xilanolitico

Bactérias com producdo caracteristica de celulase tém sido estudas por muitos
pesquisadores. Estes microrganismos s3ao encontrados nos mais diversos ambientes. Porém, o
elevado custo de producdao dessas enzimas tem dificultado a sua aplicagdo na industria de
bioconversdao (NARASIMHA et al., 2006).

Para as bactérias, observa-se uma diferenca na estrategia celulolitica entre os grupos
aerdbios e anaerdbios. As bactérias aerdbias celuloliticas do género Acidothermus, Bacillus,
Cellulomonas, Streptomyces, Pseudomonas e Micromonospora degradam a celulose
principalmente por sistemas de celulases, estas enzimas podem degradar a forma cristalina deste
polissacarideo. As bactérias anaerdbias celuloliticas do género Anaerocellum, Clostridium,
Fibrobacter, Butyrivibrio e Ruminococcus possuem complexos “celulossomas’ localizados em sua
superficie que aderem ao substrato, sendo esta adesdo especifica para a celulose. O mecanismo
de degradacdo da celulose por bactérias celuloliticas aerdbias é semelhante ao dos fungos
aerobios, porém estas utilizam um sistema diferente (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988; KARMAKAR,
2010).

Amostras obtidas de um aterro sanitdrio na cidade de Laval na Franca revelaram uma alta
diversidade fenotipica de bactérias celuloliticas, que foram distribuidas em 21 grupos, com base
na analise fenotipica e sequenciamento do DNAr 16s de cinco estirpes representativas; os grupos
celuloliticos predominantes foram atribuidos a familia de Bacillaceae e aos géneros Cellulomonas,
Microbacterium e Lactobacillus (POURCHER et al., 2001).

A bactéria Gram-positiva Streptomyces reticuli que tem sido utilizada ha anos na industria
farmacéutica, pois produz uma grande variedade de antibiéticos quimicamente diferentes,
guando cultivada com celulose cristalina, sendo esta a Unica fonte de carbono, produziu micelos e
dregadou a celulose cristalina a celobiose (WALTER, 1995).
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Estirpes de Clostridium thermocellum ACTP 27405, 10682 e NCZB LQRI tém
sido examinadas para sacarificacdo de diferentes formas de celulose e avaliadas quanto a
capacidade de producdo de celulase. A cepa ATCC 27405 foi a mais efetiva no metabolismo de
celulose em papel filtro e celulose CFIl (o substrato mais resistente) (HALLIWEL, 1995).

A degradagdo da celulose e o metabolismo no rimen podem ser negativamente afetados
pela presenga de agucares soluveis. A bactéria ruminal Ruminococcus albus foi incubada com uma
combinagao de celobiose e glicose, o microrganismo utilizou preferencialmente o dissacarideo.
Essa preferéncia pode estar relacionada a repressdo dos sistemas de captacdo de glicose nas
células de celobiose crescidas (THURSTON, 1993).

Estudos demonstraram que apenas Fibrobacter succionogenes, Ruminococcus flavefaciens
e Ruminococcus albus sdao constantemente encontradas no rimen e realizam intensa solubilizacdo
de celulose e hemicelulose. Uma comprovacdao dessa atividade pode ser o fato de que F.
succionogenes tem sido encontrada preferencialmente associada a fibras de celulose (FLINT,
1994).

A bactéria Bacillus pumilus produz enzimas xilanoliticas que apresentam efeito de
branqueamento na polpa kraft da industria de papel. Estudos in vitro com a bactéria Bacillus
pumilus demonstrou a capacidade de producdo de xilanases quando ha aumento dos niveis de
glicose, a atividade xilanasica cresceu com uma concentragdo de glicose de 0,6% o que indica que
uma baixa concentragao de glicose é necessdria para ativar a atividade enzimatica (AMANI, 2007).

Outras espécies microbianas que tém sido associadas a degradagdo de xilana no riumen
sao: Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides graminisolvens, Prevotella ruminicola, Pseudobutyrivibrio
xylanivorans, Eubacterium uniforme (BABA et al., 2016).

2.4 Enzimas microbianas e sua relagdo com o metabolismo ruminal

Sabe-se que diversos microrganismos tém sido estudados e avaliados na dieta de
diferentes espécies animais como possiveis probidticos ou aditivos microbianos. Para que
diferentes microrganismos possam ser utilizados como promotores de crescimento é necessario
gue estes se enquadrem dentro de uma escala de caracteristicas desejaveis, como: nao ser tdxico
e nem patogénico, apresentar uma exata identificagdo taxonémica, possuir persisténcia no trato
gastrointestinal, ser capaz de competir com a microbiota residente, apresentar antagonismo em
relacdo a bactérias patogénicas, dentre outras (GAGGIA et al., 2010).

O perfil de enzimas produzidas por microrganismos também destaca-se entre potentes
probidticos (ALMEIDA et al., 2014). Gaggia et al. (2010) descrevem as principais espécies listadas
na literatura que apresentam perfil probidtico: Aspergillus oryzae, A. Niger, Saccharomyces
cerevisiae, S. pastorianus, Bifidobacterium thermophilum, Lactobacillus acidophilus, L. amylovorus,
etc.

Experimentos foram conduzidos a fim de se estudar o efeito da administracdo de culturas
de fungos anaerdbios Orpinomyces KNGF-2 ou suas enzimas sobre a fermentacdo ruminal, a
atividade microbiana no rimen, e a digestdao de nutrientes em geral em ovinos. Observou-se com
a administracdo fungica na dieta de ovinos gerou uma maior digestibilidade de nutrientes e maior
retencdo de nitrogénio (N) no rimen, resultante de um aumento no numero de bactérias e fungos
e alteracdo dos padrdes de acidos graxos volateis (AGVs). No entanto, a administracdo de enzimas
fungicas ndo conseguiu melhorar a digestibilidade dos nutrientes, a retencdo de N, e os
parametros da fermentagdao ruminal. Os resultados indicam que essas proteinas possam ser
rapidamente degradadas pela microbiota do rimen (LEE et al., 2000).

Lee et al. (2004) avaliaram o efeito da suplementacdo de culturas do fungo anaerdbico
ramen, Piromyces communis (AFC), do AFC filtrado
e do AFC autoclavado quanto a sua capacidade de influenciar a produgao cumulativa de gas, a
digestao da celulose e a populagao microbiana. A adigao de AFC, AFC filtrado e AFC autoclavado
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provocou um aumento acentuado na producdo de gas (50, 29 e 32%, respectivamente). A adicdo
de AFC também aumentou n3o sé o numero de bactérias totais e fungos anaerdbios celuloliticos,
mas também as atividades enzimdticas de avicelase, carboximetil celulase (CMCase) e xilanase em
comparagao com o tratamento controle.

Kala et al. (2017) avaliaram dietas isonitrogenadas, variando niveis de fibra detergente
neutro (NDT) (70, 85 e 100%) e observaram que a dieta com maior nivel de NDT foi a que
apresentou a maior diversidade de enzimas no rumen de bufalos, principalmente das ativas na
degradacdo de fibras e amido.

Em outro estudo, pesquisadores na drea de ruminantes desenvolveram métodos para pré-
tratar a biomassa lignocelulésica da fibra e verificar de que forma ocorre a modulacdo da
populacdo bacteriana do rumen, bem como a atividade enzimatica e metanogénica deste
ambiente. Os autores observaram que a biomassa tratada produziu 1,5 (x) vezes mais metano,
guando comparada a ndo tratada. Foi demonstrado também uma variacdo na composicdo
microbiana e no perfil de bactérias celuloliticas e xilanoliticas (BABA et al., 2017).

Enzimas exdgenas de fungos e bactérias ja tem sido suplementadas e estudadas na dieta
de ruminantes visando otimizar parametros zootécnicos de animais criados a pasto. Ganhos
significatvos com a suplementacao enzimatica tem sido observados, principalmente em dietas de
baixa digestibilidade (CAMPESTRINI et al., 2005; REIS et al., 2015).

Esses trabalhos respaldam como é importante o papel das enzimas microbianas sobre o
metabolismo ruminal, bem como, sobre a otimizacdo da utilizacdo do alimento pelos animais
ruminantes. Contudo, a complexidade do ecossitema microbiano dificulta a elucidacdo das vias de
producdo de enzimas no rumen. Essa é uma temadtica que necessita de muitos estudos, e com o
avancgo das pesquisas cientificas sera possivel, quem sabe num futuro préximo, a modulacado da
mirobiota ruminal para eficiéncia maxima de suas enzimas.

4. CONCLUSAO

Faltam dados conclusivos a respeito da atividade enzimatica de diferentes microrganismos,
principalmente quando se trata do potencial probiético visando esta via de acao.

Mais estudos deverdo ser feitos a fim de elucidar vias metabdlicas, producdao de enzimas,
funcdo e relevancia de diversos microrganismos no rumen, bem como suas aplicagdes no ramo
biotecnoldgico.

As enzimas microbianas sdo essenciais ao perfeito funcionamento do rimen em animais de
producdo. Futuros estudos devem ser feitos buscando elucidar as vias modulatérias para eficiéncia
maxima de enzimas nesses ambientes.
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