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RESUMO: As forragens de um modo geral possuem boa digestibilidade para os animais ruminantes, mas os residuos das
agroindustrias, tais como palhas e bagagos, tém aproveitamento limitado, devido ao alto teor em lignina. A cepa Streptomyces
viridosporus TTA ¢é capaz de produzir, em substrato lignoceluldsico enzimas de interesse agroindustrial como a lignina
peroxidase, xilanase, esterase e celulase. Neste trabalho, estudou-se o efeito da adigdo do extrato bruto enzimatico de
Streptomyces viridosporus TTA sobre a digestibilidade da fibra em ruminantes, pelo método de digestibilidade in vitro. O
extrato foi adicionado na propor¢do de 0,2; 0,5; 2,0 e 5,0%, durante 48 horas, em contetido ruminal colhido de um bufalo
cirurgicamente fistulado. Nao houve diferenga estatistica com o controle na digestibilidade in vitro da matéria seca, quando
o extrato bruto foi adicionado nos niveis de 0,2; 0,5; 2,0 e 5,0%. No entanto, observou-se maior digestibidade no nivel de
0,2%.
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ABSTRACT: Forages generally have good digestibilility in ruminant animals, but the use of agro-industrial wastes such as
straws and bagasses is limited by their high proportion of lignin. In lignocellulosic substrate, the Streptomyces viridosporus
T7A strain is capable to produce interesting enzymes as lignin peroxydase, xylanase, esterase, and cellulase. We studied the
in vitro effect of the addition of the Streptomyces viridosporus T7A crude fermentation enzymatic extract on digestibility of
fibers in ruminants. The extract was added to filtered ruminal fluid obtained from a surgically fistulated Asian buffalo, 0.2%,
0.5%, 2.0%, and 5.0% proportions. After 48 hours there was found no statistic difference in dry matter digestibility in vitro
among control and the crude extract levels 0f 0.2, 0.5, 2.0, and 5.0% levels. Higher digestibility, however, was observed when
it was added at 0.2% level.
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RESUMEN: Las forrajes generalmente tienen buena digestibilidad para los animales rumiantes, pero el uso de residuos agro-
industriales como pajas y bagazos es limitados por su alta proporcion de lignina. En substrato lignocelulosico, el Streptomyces
viridosporus TTA es capaz de producir enzimas de interés industrial, como lignina peroxidase, xilanase, esterase y celulase.
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En este trabajo se estudio el efecto in vitro de la adicion del extracto enzimatico bruto de Streptomyces viridosporus T7A sobre
la digestibilidad de fibras en rumiantes. El extracto se agregd a fluido rumial filtrado, obtenido de un bufalo quirurgicamente
fistulado, en proporciones de 0,2%, 0,5%, 2,0% y 5,0%. Después de 48 horas, no se encontr6 ninguna diferencia estadistica
en la digestibilidad de la materia seca in vitro entre el control y los niveles de 0,2%, 0,5%, 2,0% y 5,0% del extracto bruto.
Sin embargo, se observo digestibilidad mas grande con el nivel fue de 0,2%.

PALABRAS-CLAVE: Streptomyces. Rumiantes. Digestibilidad. Lignina. Enzimas. Xilanase.

Introducao

As bactérias do género Streptomyces pertencem ao
grupo dos Actinomicetos. Sdo Gram-positivas aerdbicas,
embora ndo estritamente, crescem bem em agar Sabouraud,
sdo catalase positivas, ¢ ndo se conhece nenhuma cepa
patogénica para animais (QUINN ez al., 1994).

Os Streptomyces se tornaram microrganismos
de grande interesse industrial, uma vez que a maioria das
cepas sintetiza substidncias antibacterianas, antifungicas,
antitumorais, antiparasitarias, herbicidas e enzimas,
usadas na medicina, agricultura e varios outros processos
biotecnoldgicos (MUTH et al., 1999).

Crawford (1978) provou a atividade lignolitica
de cepas de Streptomyces, ¢ mais tarde Pasti ef al. (1990)
compararam a atividade lignolitica de varias das suas cepas,
verificando que S. chromofuscus A2 ¢ S. viridosporus TTA
possuem atividade lignolitica alta e média, respectivamente
(49,64% e 36,04% de degradagdo da lignina total). A
cepa Streptomyces viridosporus TTA, portanto, é capaz
de produzir, em substrato lignoceluldsico, enzimas de
interesse agroindustrial como a lignina peroxidase,
xilanase, esterase e celulase, além de compostos fenolicos
derivados da lignina, tais como acido cumarico e acido
ferulico (RAMACHANDRA et al., 1987). Estes compostos
fendlicos tém grande importancia biotecnoldgica, para
producdo de antioxidantes industriais (CRAWFORD et
al., 1984), e também usos médicos, combatendo radicais
livres, e protegendo assim as células contra lipoperoxidacao,
envelhecimento e doengas degenerativas (FERGUSON,
2001).

Dos materiais existentes na natureza, as substancias
lignoceluldsicassdoas maisabundantes. Sdoricasem carbono,
e importante fonte de energia para animais herbivoros.
A lignina, juntamente com a celulose, ¢ responsavel pela
estrutura e rigidez das plantas, e possui grande resisténcia
ao ataque de microrganismos comuns (CRAMPTON &
HARRIS, 1974). Embora os herbivoros tenham grande
capacidade de transformar alimentos grosseiros em energia,
a lignina, que faz parte da sua estrutura, dificulta a digestao
do resto dos componentes dos vegetais.

A pecudria é um setor que cresce a cada ano, e
grandes areas de florestas sdo desmatadas para o plantio de
pastagens, pela necessidade de atender o consumo interno
e de exportagdo da carne bovina. O setor agroindustrial
brasileiro ¢ um dos mais importantes do mundo, produzindo
anualmente enorme volume de materiais lignocelulosicos, do
qual somente pequena parcela tem aproveitamento animal,
sendo a maior parte incorporada ao solo ou se tornando
elemento poluente.

As forragens de um modo geral possuem boa
digestibilidade para os animais ruminantes, mas os residuos

das agroindustrias, tais como palhas e bagacos, tém
aproveitamento limitado devido ao alto teor em lignina,
uma vez que os herbivoros e sua microbiota simbionte sdo
incapazes de digerir tais materiais, bem como de solubilizar
o complexo formado entre a lignina e a celulose.

A industria de rag¢des para animais ¢ um importante
setor do agronegdcio, com produgdo anual de 600 milhdes
de toneladas, e valores de cerca de 50 bilhdes de dolares.
Do total produzido, a maior parte (90%) se destina a aves,
suinos e ruminantes, sendo o restante destinado a animais de
companhia e peixes (BHAT, 2000).

A adi¢do de enzimas em dietas de animais herbivoros
ruminantes vem sendo estudada, com a finalidade de
melhorar a eficiéncia produtiva, ¢ celulases e hemicelulases
apresentam grande potencial de aplicagdo na composicdo da
dieta animal (GALANTE et al., 1998; BHAT, 2000).

As enzimas de maior interesse na atualidade
sdo celulases, hemicelulases, p-glucanase, xilanase e
pectinase, que degradam alguns componentes dos cereais e
fibras, melhorando assim o valor nutricional dos alimentos
(GALANTE et al., 1998).

Apesar de existir grande numero de trabalhos
relacionados a biodegradag@o da lignina, e produgéo de outras
enzimas fibroliticas, tais como xilanase, celulase e pectinase,
ndo foi possivel encontrar referéncias na literatura quanto
ao emprego de cepas de S. viridosporus nos alimentos e no
processo de digestdo em animais, principalmente aqueles de
interesse econdmico.

O estudo desses microrganismos na produgdo
de enzimas destinadas ao emprego na alimenta¢do animal
pode contribuir para melhorar a eficiéncia da producdo de
carne ¢ leite, bem como diminuir o impacto ambiental das
exploragdes pecuaria e agroindustrial. As enzimas podem
melhorar a digestibilidade dos alimentos, substituindo o
efeito dos aditivos nas ragdes para animais, ¢ tornando
possivel aproveitar residuos agroindustriais de baixo custo
para produgdo de proteina animal.

Revisio de Literatura

Em sua maioria, as enzimas utilizadas na industria
sdo extracelulares e tém origem microbiana, sendo que
as proteases constituem 50% do mercado das enzimas
microbianas. Entre as enzimas comercialmente importantes,
utilizadas em uma ou mais aplicacdes, destacam-se
as alfa-amilases de Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens e Aspergillus oryzae, e a amiloglicosidase
de Aspergillus niger. As celulases comerciais, produzidas
por cepas de Trichoderma reesei, Penicillium funiculosum
e Aspergillus niger, t€m potencial na conversio de materiais
lignoceluldsicos em glicose (WARD, 1989). Alguns estudos
demonstraram a produgdo de xilanases em fermentagdo no
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estado solido, com cepas de Trichoderma sp., Aspergillus
sp. € Penicillium sp., usando bagago de cana como substrato-
suporte (PANDEY ez al., 2001).

A lignina é um polimero complexo que consiste de
unidades de fenilpropano interconectadas por uma variedade
de ligagdes carbono-carbono e ligagdes éter. Na natureza, a
lignina esta fisicamente incrustada a celulose e € resistente
a degradag@o por muitos microrganismos. O Streptomyces
viridosporus TTA despolimeriza a lignina enquanto degrada
a celulose, e produz lignina polimérica acido-precipitavel
(acid-precipitable polymeric lignin — APPL), soliivel em
agua, como principal produto da degradagdo da lignina
(RAMACHANDRA et al.,1987). APPLs sdo polifenolicos
que podem ser obtidos em alta concentra¢do a partir de
residuos lignocelulosicos, ¢ tém consideravel potencial para
grande niimero de aplica¢des industriais.

Antai & Crawford (1981), estudando os efeitos
da fermentagdo pelo S. viridosporus T7A em substrato
lignoceluldsico de gramineas, observaram que apds trés
meses de fermentagio, houve degradago de 68,0% e 44,0%
de carboidrato e lignina, respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos por Crawford et al. (1983), que
estudaram o S. viridosporus TTA em fermentagdo no estado
solido, usando material lignocelulésico de milho, sendo
que apds oito semanas de incubagdo, houve degradagdo de
36,2% do material, com redugéo do contetido de carboidrato
e lignina em 44,4 ¢ 19,7%, respectivamente. Ja Pometo 111
& Crawford (1986) verificaram que S. viridosporus T7A
decompde melhor o material em meio alcalino, atingindo
a maxima degradacdo da lignina na faixa de pH localizada
entre 8,4 a §,8.

Finalmente, segundo Adhi et al. (1989), que
estudaram a producdo de enzimas por S. viridosporus
e S. badius, em cultivo submerso, ha interagdo entre as
enzimas-chave, que atuam sinergicamente na degradacdo
do substrato lignocelulodsico, pois lignina-peroxidase (0,11
U/mL), endoglucanase (0,1 U/mL) e xilanase (0,3 U/mL)
alcangaram atividade maxima simultaneamente, ap6s quatro
dias de fermentagéo.

Enzimas
Xilanase

Hemiceluloses sdo polissacarideos de baixo peso
molecular nio celuldsicos € ndo amildceos, associados com
a celulose e a lignina nas células das plantas. Os xilanos sdo
os maiores componentes hemiceluldsicos da madeira e das
gramineas, das quais constituem cerca de 25% da biomassa
total. A hidrdlise completa de xilanos requer a agdo de
muitas enzimas, entre as quais as endo-1-xilanases, que sdo
cruciais para a despolimerizagdo (GEORIS ef al., 2000).

As xilanases microbianas sdo proteinas com massa
molecular na faixa de 8 a 145 kDa, e D-xilanases sdo
usualmente estaveis numa faixa de pH entre 3,0 ¢ 10,0, sendo
considerado 6timo o pH de 4,0 a 7,0 (KULKARNI, 1999).
Xilanases tém potencial de utilizagdo no branqueamento da
polpa de papel e no aumento da digestibilidade do material
lignoceluldsico para alimentagdo animal (GEORIS et al,
2000), e celulases ¢ hemicelulases tém grande aplicabilidade
na industria de ragdes e suplementos alimentares para animais
(BHAT, 2000). B-Glucanases e xilanases tém sido usadas
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com sucesso em dietas de monogastricos, para hidrélise de
polissacarideos ndo-amilaceos (PNA) tais como 3-glucanos e
arabinoxilanos. A presenca de altos niveis de PNA em dietas
baseadas em cereais resulta em baixa conversdo alimentar e
lento ganho de peso, e atualmente ha grande interesse em usar
preparacdes enzimaticas contendo altos niveis de celulases e
hemicelulases em dietas de ruminantes, com a finalidade de
melhorar conversdo alimentar, produgao de leite e ganho de
peso (BHAT, 2000).

Segundo Nascimento et al. (2002), que estudaram
a producdo de xilanase pela cepa de Streptomyces sp. AMT-
3, ap6s analise de zimograma observou-se que a familia
da isoenzima apresentava peso molecular entre 170 a 700
kDa, ¢ que o pH e a temperatura para a atividade enzimatica
maxima eram de 6,0 e 65°C, respectivamente. Além disso, a
enzima mantinha 50% da atividade durante 20 horas, a 55°C.
Magnuson & Crawford (1997) purificaram uma xilanase
alcalina de S. viridosporus T7A com peso molecular de 59
kDa.

O género Streptomyces é conhecido por produzir
duas xilanases de alto peso molecular, cuja composi¢do em
aminoacidos indica predominantemente acido aspartico,
acido glutdmico, glicina, serina e treonina. As xilanases sdo
enzimas aptas a reter estrutura secundaria e terciaria similar
e 0 mesmo residuo de aminoacidos de 20 a 50% da posi¢ao
correspondente de suas seqiiéncias primarias. O dobramento
da cadeia polipeptidica ¢ essencialmente o mesmo na familia
11, com variagdes substanciais ocorrendo somente em
cadeias externas. O grande tamanho dessas proteinas pode
ser explicado pela duplica¢do do gene ancestral original, uma
ocorréncia comum no género Streptomyces (KULKARNI et
al., 1999).

Esterase

Ramachandra et al. (1987) estudaram a producéo
de enzimas extracelulares pelo S. viridosporus T7A, em
substrato lignoceluldsico. Dentre as enzimas estudadas,
comprovou-se a produgdo de uma cumarato éster esterase,
enzima potencialmente importante, uma vez que, em
gramineas, ha grande quantidade de ligagdes éster entre o
acido cumarico e a lignina.

Lignina peroxidase

A produgio de lignina peroxidase por S. viridosporus
T7A, em substrato lignoceluldsico, foi comprovada por
Ramachandra ef al. (1987), Ramachandra et al. (1988), Ball
(1991) e Pasti et al. (1990).

Peroxidases sdo hemeproteinas que utilizam
peroxido de hidrogénio para catalisar a oxidagdo de grande
variedade de substratos organicos e inorganicos. Segundo
Banci (1997), tém peso molecular de 35.000 a 100.000
Daltons (Da), sendo que o peso da peroxidase extracelular
produzida pelo S. viridosporus T7A foi estimado em 17.000
Da por Ramachandra ez al. (1988).

Muitas peroxidases tém sido isoladas, seqiienciadas
e caracterizadas, sendo divididas essencialmente em trés
classes: I — peroxidases intracelulares procaridticas, II
— peroxidases extracelulares fungicas e III — peroxidases
secretadas por plantas (BANCI, 1997).

Ramachandra et al. (1987) em estudo comparativo
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envolvendo a producdo de peroxidase por Streptomyces sp.,
verificaram que o tempo de produgdo de todas as cepas,
seguido da produgdo de APPL, indica que a produgdo de
peroxidase esta correlacionada a produ¢do de APPL, mas
ndo ha correlagdo com o aumento na taxa de crescimento
microbiano.

De acordo com Adhi et al. (1989), a atividade
de peroxidase detectada apds quatro dias de fermentacdo
submersa com 0,05% de lignocelulose, foi de 0,11 U/mL.
Entretanto Ramachandra et al. (1987) obtiveram 0,240 U/
mL apds 28 horas, em fermentacdo submersa, e 0,040 U/mL,
apos trés semanas, em fermentacéo no estado solido.

AsperoxidasesproduzidasporcepasdeStreptomyces
sdo lignina-induzidas, e possuem quatro isoformas, divididas
em dois grupos. As enzimas P1 e P2, do primeiro grupo,
aparecem no inicio da fase logaritmica de crescimento,
ocorrendo pico de atividade na fase estacionaria e diminui¢ao
da atividade no final da fase estacionaria de crescimento. Ja
as enzimas do segundo grupo, P3 e P4, também aparecem na
fase logaritmica inicial, mas permanecem ativas até o final
da fase estacionaria (RAMACHANDRA et al., 1987).

Endoglucanase

Segundo Ramos (1993), a celulose é degradada por
um complexo multienzimatico que envolve pelo menos trés
enzimas, a exoglucanase — 1,2-B-glucan celobiohydrolase, a
endoglucanase — endo-1,4--D-glucan 4-glucanohidrolase e
a B-glucosidase.

No processo fermentativo envolvendo cepas
de Streptomyces, de acordo com Adhi et al. (1989), ha
interacdo entre as enzimas chave, que atuam sinergicamente
na degradacdo do substrato lignoceluldsico, sendo de 0,1
U/mL a atividade de endoglucanase. J& Nascimento et al.
(2002), trabalhando em cultivo submerso com a cepa de
Streptomyces sp. AMT-3 e empregando celulose cristalina
como substrato, detectaram atividade de 0,45 U/mL.

Uso de enzimas em dietas para animais

Altos niveis de produgdo, eficiéncia e melhor
conversdo alimentar sdo caracteristicas da industria avicola,
e a maior eficiéncia produtiva esta relacionada a utilizagdo
maxima dos nutrientes da dieta. Devido a seu alto valor
energético, o milho é o principal ingrediente para dietas de
frangos (JARONI et al., 1999).

Os ruminantes apresentam varias particularidades
em seu processo digestivo, em comparagdo a outras espécies
animais. O estomago de tais animais ¢ multicaviario e
bastante diferenciado, distinguindo-se quatro partes:
ramen, reticulo, omaso ¢ abomaso. As trés primeiras partes
constituem os pré-estdmagos e precedem o estomago
glandular ou verdadeiro (LEEK, 1996). No rimen e no
reticulo estdo presentes microrganismos que constituem
uma microbiota composta por bactérias e protozoarios, que
vivem em temperatura de 40°C, pH de 6,0 e nas seguintes
proporgdes de gases: CO,—66,0%, CH, —26,0%, N, - 6,0%,
0, - 1,0% e N, — 0,1% (ROSENBERGER, 1983). Esta
microbiota vive em anaerobiose, ¢ participa do processo
de fermentagdo do alimento ingerido, produzindo os acidos
graxos volateis, que sdo a principal fonte de energia do
ruminante (THEODOROU & FRANCE, 1993). A celulose
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¢ a hemicelulose sdo os dois maiores componentes das
fibras vegetais, sendo digeridas pela microbiota ruminal
(ANDRIGUETTO, 1983). Em contrapartida a lignina, que
também compde as fibras, ¢é resistente a agdo da microbiota
e, além disso, diminui a digestibilidade da hemicelulose e da
celulose (BEEVER, 1993). Segundo Jung & Vogel (1986),
o mecanismo de inibi¢do da digestibilidade, exercido pela
lignina, ¢ bastante complexo.

Diversos esforcos vém sendo feitos no sentido
de melhorar a digestibilidade dos alimentos volumosos
fornecidos aos bovinos. Lewis ef al. (1995) demonstraram
efeitos de enzimas fibroliticas na dieta de vacas, verificando
aumento de 1,3 Kg/diana producdo de leite. Da mesma forma,
Beauchemin & Rode (1996) aplicaram sobre a forragem uma
solugdo contendo xilanase, observando aumento na producéo
leiteira, e Annison (1997) cita a importancia da ligninase
produzida pelo fungo Phanerochaete chrysosporium, no
sentido de aumentar a digestibilidade de alimentos fornecidos
aos ruminantes.

Alguns microrganismos, mesmo sendo aerdbicos, e
nao componentes da microbiota normal dos ruminantes, como
o Sacharomyces cerevisae, também tém sido empregados.
Newbold et al. (1996) afirmam que esta levedura e outras
bactérias aerdbicas sdo capazes de remover tragos de oxigénio
existente no interior do rumen, o que parece favorecer a
microbiota celulolitica do rimen, altamente sensivel ao
oxigénio.

Na atualidade, as principais enzimas estudadas
em termos de adi¢do a dietas de animais ruminantes e
monogastricos, com objetivo de melhorar sua eficiéncia
produtiva, sdo celulases, hemicelulases, B-glucanase, xilanase
e pectinase. Tais enzimas degradam alguns componentes dos
cereais e fibras, melhorando assim o valor nutricional dos
alimentos (GALANTE et al., 1998).

A hemicelulose da dieta tem pequeno significado
nutricional para animais monogastricos. Essas fibras
indigeriveis aumentam a viscosidade do alimento no intestino,
o que interfere na penetragdo das enzimas digestivas no
bolo alimentar e na absor¢do do alimento, podendo facilitar
condigdes patogénicas, especialmente em frangos de corte. O
uso de xilanase e outras hemicelulases corrige tal problema, e
também aumenta o valor nutritivo do alimento (KULKARNI
et al, 1999). Assim, B-glucanases e xilanases tém sido usadas
com sucesso em dietas de monogastricos, para hidrolise
de polissacarideos ndo-amilaceos tais como [-glucanos e
arabinoxilanos (COWAN, 1996). A adi¢@o de B-glucanase
e xilanase, durante a producdo da rag¢do avicola, aumenta a
degradacdo, levando a incremento na digestdo e absorcdo
dos componentes da mesma, bem como no ganho de peso de
frangos de corte e na producio de ovos (COWAN, 1996).

Jaroni er al (1999) compararam os efeitos da
suplementagdo de xilanase ¢ protease em dieta composta por
milho e soja, observando ovos mais pesados e melhoria na
eficiéncia alimentar nos lotes que receberam a suplementagéo
com enzimas. Zhang et al. (1996) concluiram que ha uma alta
correlagdo (12 >0,9; p<0,05) entre a concentragdo de xilanase na
dieta e o ganho de peso em frangos de corte. No mesmo estudo,
foi proposta uma equagdo capaz de predizer o ganho de peso em
funcdo da concentragdo enzimatica da dieta.

Os beneficios da adigdo de enzimas na dieta de
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frangos incentivam também o mesmo tipo de suplementagio
em racdes para suinos, ¢ estudos iniciais mostraram que
o uso de B-glucanases aumenta o desempenho produtivo
de suinos alimentados com racdes a base de cevada
(TROMKE et al., 1980). No entanto, trabalhando com
suinos submetidos a canulagio do trato digestério, Graham
et al. (1998) demonstraram que a adi¢do de preparagdes
enzimaticas contendo -glucanase, em dietas a base de trigo
e cevada, aumentou a digestdo de amido, lipidios e proteinas
no intestino delgado, como observado em frangos, mas tem
pequeno efeito na digestdo de fibras. Tais resultados sugerem
que suinos ndo respondem a f-glucanase da mesma maneira
que os frangos, provavelmente em fungo da viscosidade da
digesta no intestino dos suinos ndo ser relativamente afetada
pelas fibras dietéticas. Ainda assim, prepara¢des multi-
enzimaticas contendo xilanase e P-glucanase mostraram-
se benéficas na produ¢do de suinos (BOHME, 1990), ¢ a
utilizagdo de xilanase em tais preparag¢des reduziu o custo da
alimentag@o em suinos, por viabilizar o uso de alimentos de
custo mais baixo (BHAT, 2000).

Em bovinos, Yang et al. (2000) concluiram que a
adicdo de xilanase e celulase, em doses de 59 e 6,9 U/kg
de matéria seca de alimento, respectivamente, melhora a
producdo de leite ¢ a digestibilidade da fibra alimentar.

Ahidrélise dahemicelulose das plantas ¢ limitada por
sua esterificagdo para compostos fenolicos, tais como acido
ferulico. Os acidos difertlicos sdo potentes antioxidantes, e
abundantes componentes estruturais das paredes celulares das
plantas, especialmente de cereais. Contudo, tais compostos
fendlicos se ligam aos polissacarideos da parede celular por
ligagdes éster, e desta forma ndo podem ser absorvidos no
intestino (ANDREASEN, 2001).

Garcia et al.(1997) estudou a relagdo da atividade da
xilanase com a esterase de acido fertlico, em Streptomyces
avermitilis, detectando maior atividade desta enzima na
presenca de altos niveis de xilanase.

A cepa Streptomyces viridosporus TTA ¢ capaz de
produzir, em substrato lignoceluldsico, compostos fenolicos
derivados da lignina, tais como os acidos cumarico e ferulico
(RAMACHANDRA ef al., 1987). Tais compostos fenolicos
tém grande importancia biotecnoldgica para producio de
antioxidantes industriais (CRAWFORD, 1984), e também
para uso médico, no combate a radicais livres, protegendo
as células de lipoperoxidagdo, envelhecimento e doengas
degenerativas (FERGUSON, 2001).

Efeitos dos polifendis sobre a microbiota ruminal

Alguns trabalhos foram feitos no sentido de avaliar
os efeitos dos compostos fendlicos sobre a microbiota ¢ a
capacidade de digestdo de fibras em animais ruminantes.

Culturas in vitro de microrganismos da microbiota
ruminal foram usadas para determinar os efeitos do acido
cindmico ¢ vanilico sobre a digestibilidade da celulose e
hemicelulose. O acido cindmico e vanilico diminuiram a
taxa de desaparecimento da matéria seca da celulose de 14 a
49%. Quando o xilano foi usado como substrato, observou-
se diminui¢do de 14% na digestibilidade. Com adi¢do do
4cido vanilico, contudo, o numero de células xilanoliticas
viaveis cultivadas da fermentagdo submersa foi dez vezes
maior que nas fermentagdes-controle. A taxa de crescimento
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de Ruminococcus albus ¢ Ruminococcus flavefaciens foi
mais inibida pelo acido p-cumarico que pela vanilina. Tais
resultados sugerem que os monodmeros fendlicos podem
inibir a digestibilidade de celulose e xilano, possivelmente
influenciando o ataque dos organismos fibroliticos as
particulas da fibra (VAREL & JUNG, 1986).

Em outro estudo, bactérias ruminais foram
submetidas a varias concentra¢des de compostos fenolicos,
visando obtengdo de informagdes sobre a influéncia no
crescimento e o limite para utilizagdo por mondmeros
fenolicos. Ruminococcus flavefaciens FD-1, Butyrivibrio
fibrisolvens 49 e Lachnospira multiparus D-32 foram
testadas contra 1,5 e 10 concentragdes de acido sinapico,
seringadeido, acido siringico, ferulico, vanilina, &cido
vanilico, acido cumarico, p-hidroxibenzaldeido, acido p-
hidroxibenzoico e acido hidrocindmico. A degradagdo in
vitro da matéria seca ndo foi estimulada por nenhum dos
compostos, ¢ acido cindmico e aldeido benzdico reduziram
a digestdo pela populagio ruminal. Acido p-hidroxibenzéico
e p-cumdrico resultaram em alteracdes ultraestruturais
nas bactérias, causando redu¢do em seu tamanho, e o
acido p-cumadrico causou redu¢do no tamanho capsular e
pleomorfismo nas bactérias (BORNEMAN et al., 1986).

Material e Métodos

Producdo do extrato bruto enzimdtico

A cepa utilizada para o desenvolvimento deste
trabalho, Streptomyces viridosporus TTA (ATCC 39115), foi
adquirida na American Type Culture Collection. O extrato
bruto enzimatico foi obtido por fermentagdo no estado
solido, utilizando como substrato bagago de cana, farelo de
soja e capim Napier. O extrato bruto enzimatico foi utilizado
na proporg¢do de 100 a 500 U de xilanase por quilograma de
matéria seca (MS).

A atividade da xilanase foi estimada pela
determinag@o da liberagdo da quantidade de agticar redutor de
uma solugio a 1% de oat spelt xylan (Sigma) preparada em
solugdo tampdo citrato de sddio (pH 5,0) a 50°C (BAILEY
el al., 1992). A quantidade de agucar redutor liberado foi
determinada pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959). Uma unidade (U) de atividade enzimatica
correspondeu a 1,0 umol de xilose liberada por minuto,
medida por espectrofotometria (leitura 4540 nm), baseada
na curva padréo da xilose.

Para determinacdo da atividade da peroxidase, foi
utilizada a técnica de Sichak & Dounce (1986), modificada.
Monitorizou-se a oxidagdo da L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) na presenga de peroxido de hidrogénio. O volume
final de 3,0 mL da reagdo foi misturado com 4,0 mM de
peroxido de hidrogénio, 0,1 M de tampdo fosfato de potassio
(pH 7,0) e 1,0 mM de L-DOPA ¢ extrato bruto enzimatico
(300 a 600 uL). Para o branco foi adicionado todo o reagente
utilizado no ensaio, sendo o extrato enzimatico previamente
submetido a inativagio pelo calor em forno de microondas.
A reagdo foi iniciada pela adi¢do de perdxido de hidrogénio,
e 0 aumento da absorbancia 4470 nm foi medido por cinco
minutos, a 37°C.

Para a analise dos efeitos do extrato bruto
enzimatico sobre a digestibilidade in vitro foi utilizado o
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teste de ANOVA .

Digestibilidade “in vitro” da matéria seca

O processo de digestibilidade in vitro foi utilizado
parasimular a digestdo em ruminantes, sendo a microbiota dos
pré-estomagos colhida de um bufalo saudavel cirurgicamente
fistulado, mantido em jejum alimentar e hidrico por uma hora
antes da colheita. O fluido assim obtido foi transportado ao
laboratorio em garrafa térmica e filtrado em quatro camadas
de gaze, sendo a microbiota obtida por esta filtragdo usada
como in6culo para o processo de fermentagdo de capim
Napier, que foi mantido em temperatura e pH controlados,
sendo o estudo realizado da seguinte forma:

Uma amostra de capim Napier foi parcialmente
seca, moida e selecionada com peneira de 1,0 mm. A seguir,
sob temperatura de 105°C, determinou-se sua matéria seca
(MS).

Foram preparadas trés séries de seis tubos, sendo
que cada série constou de quatro tubos para o estudo da
fermentag@o, um tubo para controle € um tubo branco.

Uma solugdo tampao de McDougall foi preparada
com um litro de 4gua destilada, 9,8 g de NaHCO,, 7,0 g de
Na2HPO, 7.H,0, 0,57 g de KCl, 0,47 g de NaCl, 0,12 g
de MgSO,.7H,0, 0,04 g de CaCl, e 0,20 a 0,80 g de uréia
(dependendo do contetido de nitrogénio do material).

A seguir, adicionou-se 10 mL do contetido ruminal
previamente filtrado a cada tubo, exceto os brancos. Assim
inoculados, os tubos foram mantidos em banho a 39,00C,
sob agitacdo constante, ¢ em cada um introduziu-se CO2,
apos o que foram imediatamente tampados. Quarenta e oito
horas depois, realizou-se acidificagdo, adicionando-se a
cada tubo 2,0 mL de HCI a 40%, e imediatamente a seguir
adicionou-se também 5,0 mL de soluc¢do aquosa de pepsina a
4,0% (atividade de 1:10.000).

Apds esse periodo o conteudo foi filtrado a vacuo, e
lavado duas vezes com agua destilada, em cadinhos de Goosh
previamente secos ¢ pesados. Os cadinhos foram colocados
em estufa, a 105°C, até atingirem peso constante, sendo
entdo resfriados em dessecador e pesados. Foram tomados
os seguintes valores: A — peso da amostra (g), B — percentual
de MS da amostra, D — peso do cadinho vazio (g) e E — peso
do cadinho + residuo (g). A partir dai, calculou-se a MS da
amostra (G) por meio da formula G = (A x B) + 100, a MS
do residuo da amostra (H) por meio da formula H=E -D, ¢
a MS do residuo do branco (I) por meio da formula I=E - D
(média de 4 tubos).

Finalmente, a digestibilidade in vitro da matéria seca
foi calculada por meio da seguinte formula: Digestibilidade
in vitro da MS % = {{G - (H- )] + G} x 100

Resultados, discussio e conclusdes

Efeito do extrato bruto enzimdtico sobre a digestibilidade
“in vitro” da matéria seca em ruminantes

Os resultados obtidos nos testes de digestibilidade
in vitro estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela1- Efeitos do extrato bruto enzimatico
de S. viridosporus T7A em prova de
digestibilidade in vifro da matéria seca em
ruminantes

Grupo Média da Digestibilidade in vitro %

Controle (s/ adigdo) 55,89

0,2% 56,43
0,5% 55,05
2,0% 55,39
5,0% 55,62

Por meio da analise e com base no teste ANOVA,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica siginificativa
entre os grupos em nivel de 5%, embora o grupo tratado
com 0,2% tenha tido média de digestibilidade superior
aos demais. Tais resultados mostram que, nos niveis
testados, o complexo enzimatico contido no extrato bruto
enzimatico, principalmente a xilanase, ndo foi capaz de
incrementar o processo de digestibilidade em ruminantes.
Os resultados ndo foram os mesmos obtidos por Yang et
al. (2000), que verificaram um aumento da digestibilidade
usando 59 U/Kg de matéria seca, quantidade inferior a
utilizada neste estudo (de 100 a 500 U/Kg). A microbiota
dos ruminantes produz grandes quantidades de xilanase e
celulase (ANDRIGUETTO, 1983). Portanto, seu impacto
sobre a digestdo ¢ menor do que aquele observado em
monogastricos. Também deve ser ressaltada a presenca dos
compostos fendlicos liberados na degradacéo da lignina (no
processo de fermentagdo do S. viridosporus T7A), pois Varel
& Jung (1986) provaram que os mondmeros fendlicos podem
inibir a digestibilidade de celulose e xilano, possivelmente
influenciando o ataque dos organismos fibroliticos as
particulas da fibra. Borneman (1986) também confirmou esta
hipotese, pois a presenga de acido sinapico, seringaldeido,
acido siringico, acido ferulico, vanilina, acido vanilico, acido
cumarico, p-hidroxibenzaldeido, acido p-hidroxibenzdico e
acido hidrocindmico ndo estimulam a degradacdo in vitro
da matéria seca, enquanto o acido cindmico e o aldeido
benzdico reduzem a digestdo pela populagdo ruminal, além
disto, o acido p-hidroxibenzoico ou p-cumarico resulta em
alteragdes ultraestruturais das bactérias ruminais. Desta forma
pode-se dizer que a xilanase liberada pelo S. viridosporus
T7A pode contribuir para a digestibilidade da matéria seca
para os ruminantes. No entanto, quando a por¢do da lignina
¢ hidrolisada, os compostos fendlicos resultantes podem
influenciar negativamente no processo fermentativo da fibra
da dieta desses animais. Em outro estudo, verificou-se que o
extrato bruto enzimatico tem propriedades antimicrobianas,
0 que também pode inibir o crescimento de bactérias
importantes para o processo fermentativo das fibras em
ruminantes.

Acredita-se que a xilanase do extrato bruto
enzimatico possa ter exercido um efeito positivo na
fermentagdo, o qual pode ter sido sobrepujado pela acdo
de compostos fenodlicos, e também pelo efeito inibitorio do
extrato bruto sobre bactérias ruminais.
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