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COMPOSIÇÃO FUNCIONAL E TAXONÔMICA DE ENZIMAS CARBOHIDRASES 

QUE ATUAM NA DESCONSTRUÇÃO DA LIGNOCELULOSE DE TORTA DE 

FILTRO 

 

 

RESUMO - A torta de filtro apresenta bagaço residual oriundo do processo de 
extração do caldo de cana-de-açúcar e quando armazenada por longos períodos, se 
torna um habitat ideal para o desenvolvimento de comunidades microbianas que 
atuam na desconstrução da lignocelulose. Nossas análises de dados de 
sequenciamento de DNA metagenômico sugerem que a torta de filtro armazenada por 
40 dias possui uma microbiota com características funcionais e ecológicas exclusivas 
em relação a outros ambientes com elevada disposição de material lignocelulósico. 
Assim como em ambientes de compostagem, os filos mais abundantes são 
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Dentre os principais genes 
que estes micro-organismos possuem, estão Glicosiltransferases, Carboidrato 
Esterases e Glicosil Hidrolases, que atuando em conjunto, são passíveis de 
desconstruírem a lignocelulose e participarem na liberação de açúcares menores, 
ácidos orgânicos e outros nutrientes. Neste trabalho, identificamos novas enzimas da 
família AA10 que oxidam a celulose cristalina, demostrando o potencial deste 
ambiente em possibilitar a adaptação de micro-organismos que expressam enzimas 
capazes de desestruturar a celulose altamente condensada, possibilitando a liberação 
de moléculas de glicose. A comunidade microbiana pode acessar nutrientes como 
Fósforo e Nitrogênio através da despolimerização da biomassa vegetal ou 
decomposição da microbiota morta. No ciclo biogeoquímico do nitrogênio, a 
evaporação de amônia é reduzida pela assimilação desta substância pela comunidade 
microbiana, sendo que a amônia é produzida pela via de amonificação de nitrato e 
nitrito. Outro ciclo biogeoquímico identificado na torta de filtro foi o do carbono, 
ocorrendo diminuição da emissão de metano e gás carbônico devido ao uso destas 
moléculas no metabolismo microbiano. Por apresentar muitas espécies de micro-
organismos termofílicos e funções ecológicas similares a compostagens que 
alcançaram fase termofílica, a torta de filtro armazenada por 40 dias não aparenta 
conter micro-organismos patogênicos em elevada abundância, o que poderia ser um 
indício de sua segurança biológica se usado como adubo no solo. No entanto, 
recomenda-se que novos estudos sejam realizados neste tipo de ambiente agrícola, 
afim de avaliar como se comportam principalmente os fungos Neosartorya fumigata e 
Paracoccidioides brasiliensis, os quais são identificados como agentes patogênicos 
mas que também são encontrados vivendo na natureza como organismos saprofíticos 
e em interação com alguns mamíferos, sem causar doença. 

 

 

Palavras-chave: Actinobacteria, Archaea, Atividades Auxiliares (AAs), Bioetanol, 
Celulose cristalina, Hemicelulose 
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FUNCTIONAL AND TAXONOMIC COMPOSITION OF CARBOHYDRATES 

ENZYMES THAT ACT IN THE DECLINE OF LIGNOCELLULOSE OF FILTER 

CAKE 

 

 

ABSTRACT - The filter cake presents residual bagasse from the process of extracting 
the sugarcane juice and when stored for long periods, it becomes an ideal habitat for 
the development of microbial communities that act in the deconstruction of 
lignocellulose. Our analyzes of metagenomic DNA sequencing data suggest that the 
filter cake stored for 40 days has a microbiota with unique functional and ecological 
characteristics compared to other environments with high lignocellulosic material. Thus 
in composting environments, the most abundant phyla are Actinobacteria, 
Proteobacteria, Firmicutes, and Bacteroidetes. Glycosyltransferases, Carbohydrate 
Estersases and Glycoside Hydrolases, which act together, are capable of 
deconstructing lignocellulose and participate in the release of smaller sugars, organic 
acids and other nutrients. In this work, we identify new enzymes of the AA10 family 
that oxidize crystalline cellulose, demonstrating the potential of this environment to 
enable the adaptation of microorganisms that express enzymes capable of 
destabilizing highly condensed cellulose, allowing the release of glucose molecules. 
The microbial community can access nutrients such as Phosphorus and Nitrogen 
through the depolymerization of the plant biomass or decomposition of the dead 
microbiota. In the biogeochemical cycle of nitrogen, the evaporation of ammonia is 
reduced by the assimilation of this substance by the microbial community, and 
ammonia is produced by ammonification of nitrate and nitrite. Another biogeochemical 
cycle identified in the filter cake was that of carbon, with a decrease in the emission of 
methane and carbon dioxide due to the use of these molecules in microbial 
metabolism. Because it contains many species of thermophilic microorganisms and 
ecological functions similar to composting that reached the thermophilic phase, the 
filter cake stored for 40 days does not appear to contain pathogenic microorganisms 
in high abundance, which could be an indication of its biological safety if used as soil 
fertilizer. However, it is recommended that new studies be carried out in this type of 
agricultural environment, in order to evaluate the behavior of the fungi Neosartorya 
fumigata and Paracoccidioides brasiliensis, which are identified as pathogens but are 
also found living in nature as saprophytic organisms and in interaction with some 
mammals, without causing disease. 

 

 

Keywords: Actinobacteria, Archaea, Auxiliary Activities (AAs), Bioethanol, Crystalline 
cellulose, Hemicellulose 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Estudos de taxonomia realizados durante os anos em compostagens 

permitiram descobrir que de maneira geral existem aproximadamente 2.000 espécies 

bacterianas neste ambiente (PARTANEN et al., 2010; MARTINS et al., 2013). Em 

ambientes de compostagens que alcançaram a fase tardia (aproximadamente 30 

dias), geralmente os três filos mais abundantes são Actinobacteria, Proteobacteria e 

Firmicutes (TAKEBAYASHI et al., 2007; PARTANEN et al., 2010; WANG et al., 2016). 

Uma vez que o uso de um produto que sofra alteração na estrutura de 

comunidades microbianas precisa apresentar segurança biológica para seu uso no 

ambiente é fundamental que sejam realizados estudos sobre sua composição 

microbiana para atestar sua segurança biológica (CHRONI et al., 2009; PARTANEN 

et al., 2010; MARTINS et al., 2013). No entanto, embora existam muitos estudos 

avaliando a aplicação segura da torta de filtro no solo, eles não exploram 

profundamente em nível molecular a diversidade microbiana presente neste resíduo, 

principalmente em torta de filtro que ficou estocada por longos períodos e que 

certamente passou por mudanças físicas, químicas e microbiológicas. De certa forma, 

isto pode levantar questionamentos acerca da segurança biológica deste produto e a 

sua disposição no ambiente como um agente para adubação. Geralmente, os 

trabalhos focam em explorar a microbiota de forma indireta, onde a partir de análises 

de solo/resíduos aferem a diversidade microbiana com uso de abordagens baseadas 

em respirometria, isolamento de cepas e análise físico-químicas (SÁNCHES-

MONEDERO et al., 2001; GÓMEZ et al., 2006; CHRONI et al., 2009; LOU e NAIR, 

2009), quando na verdade deveriam ser empregados também estudos em nível 

molecular, como por exemplo a metagenômica. 

Do ponto de vista microbiano, mesmo apresentando menor estimativa de 

diversidade em relação ao solo, ambientes de compostagens são fontes inesgotáveis 

de enzimas microbianas, principalmente aquelas relacionadas a despolimerização da 

biomassa vegetal (PARTANEN et al., 2010; MARTINS et al., 2013; WANG et al., 

2016). Neste sentido, por ser um ambiente ainda pouco explorado para tais 

finalidades, a torta de filtro pode conter enzimas com atividade lignocelulolíticas ainda 
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desconhecidas pela ciência. No entanto, o fator determinante para se estimar a 

presença de tais enzimas é o fato de que em algumas unidades produtivas de menor 

a médio porte é comum haver o estoque da torta de filtro na base úmida que não pode 

ser incorporada de imediato no solo, pois todas as áreas de plantio já tiveram a adição 

de torta de filtro necessária a reposição de nutrientes. Nesta situação, a torta de filtro 

na base úmida pode ficar estocada por mais 60 dias antes de seu uso com finalidades 

de adubação do solo, ocorrendo perda natural da umidade e intensificação da 

atividade microbiana nativa. 

A busca por enzimas com atividade lignocelulolítica se deve ao fato de serem 

necessárias a produção de bioetanol, o qual deve substituir os combustíveis oriundos 

de fontes não renováveis de energia devido ao risco de escassez das jazidas de 

petróleo no mundo. Para a produção de etanol a partir de fontes vegetais são 

preferencialmente usadas duas metodologias para o pré-tratamento da biomassa 

vegetal: o uso de agentes físico-químicos para o rompimento da lignina e liberação da 

hemicelulose e celulose e, a seguir, o uso de enzimas microbianas ou microrganismos 

específicos para a obtenção dos açúcares fermentescíveis. Embora não seja 

totalmente viável, o uso de enzimas microbianas apresenta inúmeras vantagens em 

relação ao uso de agentes físico-químicos, sendo as três principais a eliminação da 

etapa de neutralização de agentes químicos intermediários oriundos do processo e 

que são danosos as peças dos veículos e ao ambiente, o aumento na recuperação de 

açúcares fermentescíveis e a consequente redução de custos (ADITIYA et al., 2016). 

Tanto o emprego de tratamentos físico-químicos bem como o emprego de enzimas 

microbianas no pré-tratamento da biomassa vegetal são necessários à superação da 

recalcitrância da lignocelulose, a qual é relacionada a paracristalinidade da celulose, 

complexidade molecular do revestimento da hemicelulose sobre as microfibrilas de 

celulose e a interpenetração e encapsulamento de componentes polissacarídeos pela 

lignina (CRAGG et al., 2015). Deste modo, as comunidade microbianas oriundas de 

resíduos agroindustriais são adaptadas a tais condições e por isso são capazes de 

produzirem enzimas despolimerizadoras da lignocelulose extremamente eficientes 

sob condições fisiologicamente toleráveis (SÁNCHEZ, 2009; MHUANTONG et al., 

2015; WANG et al., 2016). 
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Segundo dados coletados na usina Santa Fé S.A. que administra a Fazenda 

Itaquerê, em 2012 foram moídas 114.229,548 toneladas de cana-de-açúcar com 

produção de 37,93 kg de torta de filtro por tonelada de cana-de-açúcar moída. Na 

lavoura de cana-de-açúcar da Fazenda Itaquerê, a torta de filtro pode ser usada na 

base úmida para devolver nutrientes (fósforo principalmente) e umidade ao solo, 

principalmente em períodos secos como no inverno. Entretanto, ela também é usada 

na base seca, onde pode ficar armazenada por até 2 meses a partir da primeira 

semana de dezembro e início do mês de fevereiro. Quando armazenada, a torta de 

filtro permanece amontoada em pilhas de forma desuniforme, uma vez que a 

quantidade de torta de filtro armazenada é uma “pequena” parte que sobra do 

montante que é aplicado nas áreas de plantio. Com este armazenamento, as 

condições nutricionais e de umidade da torta de filtro pode fornecer condições ideais 

ao desenvolvimento de micro-organismos nativos, sendo que na usina é relatado o 

desenvolvimento da fase termofílica e estacionária, esta última sendo detectada pela 

visualização de fungos brancos que se desenvolvem na superfície das pilhas. 

Neste trabalho, demonstrou-se que a torta de filtro armazenada por 40 dias 

abriga micro-organismos capazes de atuar em todas as etapas da desconstrução da 

biomassa vegetal. Estes micro-organismos apresentam um conjunto de enzimas 

chave que permitem aos táxons microbianos sobreviverem a etapas críticas, similares 

às mudanças entre as fases mesofílicas-termofílicas-estacionária presentes em uma 

compostagem. Além disto, muitos táxons microbianos pertencentes a Actinobacteria 

e Proteobacteria, podem auxiliar na ciclagem de nutrientes neste ambiente, permitindo 

a comunidade microbiana acessar fontes de carbono e nitrogênio.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Desenvolvimento do setor sucroenergético no Brasil 

 

A partir da década de 1930, houve um incentivo a modernização do setor 

sucroalcooleiro nacional, o qual, passava por sérios problemas a época. Devido a 

crise do petróleo na década de 1970, o incentivo ao setor foi mais agressivo, uma vez 

que atrelado a elevação dos preços do barril do petróleo pelos países árabes, foi 

introduzido o conhecimento do risco iminente ao esgotamento das fontes desse 

combustível fóssil (OMORI et al., 2011). Por estas razões, os países começaram uma 

busca contínua por novas fontes de energia limpa, a qual dura até o momento. Dentre 

todos os benefícios alavancados pelo Programa Nacional do Álcool (Proálcool), o 

maior foi a modernização da indústria nacional e de seus processos (PAULILLO et al., 

2007). Dessa forma, o Brasil pode formular estratégias para diminuir a dependência 

do petróleo estrangeiro a partir do aperfeiçoamento dos processos existentes, os 

quais envolviam a fabricação de etanol derivado da planta de cana-de-açúcar 

(Saccharum spp.) e ainda, melhorar a fabricação do açúcar brasileiro (VEIGA FILHO 

e RAMOS, 2006; OMORI et al., 2011). 

Segundo a União da Indústria de Cana de Açúcar (UNICA), até o momento na 

safra 2017/2018, o Brasil moeu um total de 585.000 milhões de toneladas de cana-

de-açúcar, apresentando projeção em produzir 35,2 milhões de toneladas de açúcar 

e 24,70 bilhões de litros de etanol (hidratado e anidro). Até a primeira quinzena de 

outubro, somente no estado de São Paulo houve moagem de 299.248 mil toneladas 

de cana-de-açúcar, com produção de 21.286 mil toneladas de açúcar e 10.686 

milhões de litros de etanol hidratado e anidro (UNICA, 2017). Em termos de área 

plantada, São Paulo totaliza 52 % do total de 9.004,5 mil hectares tendo sofrido 

expansão na área de plantio de 133,7 mil hectares na temporada 2014/15 (CONAB, 

2017). 
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2.2 Caracterização da torta de filtro e seu uso in natura e na compostagem 

 

Na fabricação do açúcar, a clarificação do caldo extraído da cana-de-açúcar 

gera um resíduo conhecido como torta de filtro que é rico em matéria orgânica, fósforo, 

umidade (80 %), nitrogênio, cálcio e outros minerais. Além disto, este subproduto 

apresenta particulado residual de bagaço da cana-de-açúcar advindo do processo de 

moagem e extração do caldo (De FRAVET et al., 2010). Assim como a vinhaça, este 

resíduo pode ser utilizado como substituto de adubos químicos devido a sua riqueza 

nutricional. Muitos países utilizam a torta de filtro na adubação de solos, a qual é 

produzida na ordem de 30-40 kg por tonelada de cana-de-açúcar moída. Quando 

aplicada in natura no solo de áreas destinadas ao plantio de cana-de-açúcar, verifica-

se aumento da produção da lavoura, o que é relacionado a melhora das características 

e qualidade tecnológica da cana-de-açúcar. No Brasil, recomenda-se aplicações entre 

80 e 100 toneladas por hectare de torta de filtro no plantio. Além disso, a torta de filtro 

também pode ser utilizada na compostagem e, com o término do processo, o produto 

orgânico estabilizado pode ser aplicado no solo, atuando na reposição de nutrientes 

(PRADO et al., 2013). 

Segundo a Associação Nacional para Difusão de Adubos (ANDA), em 2014 

foram entregues ao consumidor final brasileiro 32,2 milhões de toneladas de 

fertilizantes (nitrogenados, fosfatados e potássico) o que representa um aumento 

aproximado de 9,17 % em relação a 2012 (ANDA, 2015). Dos constituintes minerais 

mais importantes e mais caros, o fósforo é o que apresenta maior abundância na torta 

de filtro, sendo por isso muito usada como repositor deste elemento no solo, uma vez 

que solos tropicais apresentam baixa disponibilidade natural de fósforo (PERÉZ et al., 

2007; de-BASHAN et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013) devido a sua alta capacidade 

de adsorção aos colóides do solo e precipitação conjunta com óxidos e hidróxidos de 

ferro e alumínio (PRADO et al., 2013). 

Justamente por aumentar a disponibilidade de macronutrientes e 

micronutrientes importantes à absorção das plantas, além de estabilizar o composto 

através da redução na quantidade de micro-organismos patogênicos, a compostagem 

tem atraído atenção. A disposição final de lixo urbano e agroindustrial de forma que 

não ocorra a degradação do meio ambiente e da saúde humana é um procedimento 
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ideal, sendo esta operação prevista em lei por diversos países (SÁNCHEZ, 2009; 

PARTANEN et al., 2010; COTTA et al., 2015). 

A compostagem é uma técnica que visa reciclar resíduos orgânicos em geral, 

como os produzidos na agroindústria, obtendo ao final do processo um composto com 

propriedades fertilizante agrícola e/ou corretor de solos degradados. Durante o 

processo, temperaturas muito elevadas são atingidas e, por este motivo, ocorre 

redução de micro-organismos patogênicos no processo (HECK et al., 2013). Esta 

característica permite que a qualidade microbiológica necessária do composto seja 

atingida, o que atende a Resolução 380/2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) (CONAMA, 2006). Muitos trabalhos avaliam o desempenho do processo 

e qualidade microbiológica do composto, porém, em sua maioria, são estudos 

voltados à detecção de alguns indivíduos de determinada população patogênica, os 

quais inclusive podem ser favorecidos quando são usados métodos tradicionais de 

cultivo (GONÇALVES e MARIN, 2007; HAHN et al., 2012; HECK et al., 2013). Desta 

forma, tais estudos não consideram a grande porcentagem de micro-organismos que 

compõem os indivíduos não cultivados nas amostras, os quais só podem ser 

acessados por técnicas independentes de cultivo como a metagenômica (VOGEL et 

al., 2009; LEE e LEE, 2013). 

 

2.3 Alterações no perfil de táxons microbianos com o amadurecimento da 

compostagem 

 

De maneira geral um processo de compostagem é menos diverso do que o solo 

sendo identificadas um pouco mais de 2.000 espécies bacterianas (PARTANEN et al., 

2010; MARTINS et al., 2013). Tal estimativa de diversidade é muito aquém do que se 

espera conter no solo, uma vez que um grama de solo contém entre 2.000 e 8,3 

milhões de espécies procarióticas (GANS et al., 2005; SCHLOSS e HANDELSMAN, 

2006) e 1.000 gigapares de bases (Gpb) de sequências referentes a genomas 

microbianos (VOGEL et al., 2009). As características e qualidade do composto 

orgânico gerado ao final da compostagem depende de vários fatores, como condições 

de aeração, presença de misturas de substâncias complexas (presença de lixo 

urbano), composição de nutrientes, pH e temperatura. Quando esses fatores não 
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seguem um padrão próximo à idealidade, verifica-se a ineficiência na degradação da 

biomassa pela comunidade microbiana em compostagens contendo carcaças de 

animais e lixo urbano, resultando em um material imaturo mesmo após o alcance de 

fases tardias da compostagem (PARTANEN et al., 2010). 

Basicamente existem três fases que uma compostagem passa até atingir sua 

maturação estando divididas entre inicial, intermediária e estacionária. Micro-

organismos mesofílicos são observados no início do processo de compostagem, os 

quais assimilam fontes de carbono prontamente disponíveis e solúveis, tais como 

açúcares, aminoácidos e ácidos orgânicos (PARTANEN et al., 2010). Devido as 

reações metabólicas exotérmicas, existe a liberação de calor, fazendo com que sejam 

atingidas temperaturas próximas a 40 graus Celsius (ºC) e sinalize o final da fase 

inicial. Nesse momento, micro-organismos mesofílicos são inibidos quanto ao 

crescimento e, os endósporos de fungos e bactérias termofílicas são estimulados a 

germinar. Na fase termofílica, para compostagem de misturas de resíduos vegetais, 

as fontes de carbono facilmente assimiláveis já se esgotaram, restando 

polissacarídeos que fazem parte da constituição da biomassa, como celulose, 

hemicelulose e pectina, cuja degradação requer ação conjunta de enzimas 

extracelulares, ocasionando a elevação da temperatura para próximo de 70 ºC 

(GOMES et al., 2007; VALENTE et al., 2009). Nesta fase, o esgotamento de moléculas 

facilmente assimiláveis e a presença massiva de lignocelulose contribuem para o 

aumento da recalcitrância do meio, tornando necessária a proliferação de micro-

organismos que secretem enzimas capazes de superar esta barreira natural e tornar 

possível o acesso a estruturas de ácidos orgânicos, nitrogênio, polissacarídeos, 

dissacarídeos e monossacarídeos que compõem a biomassa vegetal (ZHAO et al., 

2012; MARTINS et al., 2013; MHUANTONG et al., 2015; WANG et al., 2016). A 

recalcitrância da lignocelulose se dá por vários motivos, sendo os principais 

relacionados a paracristalinidade da celulose, complexidade molecular do 

revestimento da hemicelulose sobre as microfibrilas de celulose e a interpenetração e 

encapsulamento de componentes polissacarídeos devido a presença da lignina 

(VAAJE-KOLSTAD et al., 2010; CRAGG et al., 2015). 
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2.4 Características físico-químicas e composição estrutural da 

lignocelulose 

 

O bagaço da cana-de-açúcar apresenta cerca de 40-50 % de celulose, 25-35 

% de hemicelulose e 15-35 % de lignina em sua constituição, além de conter pectina, 

amido, lipídeos, proteínas, dentre outros (de VRIES e VISSER, 2001; BIAN et al., 

2012). A hemicelulose é um polímero complexo que forma a parede celular vegetal, o 

qual forma ligações de hidrogênio com a celulose e ligações covalentes com a lignina, 

principalmente com as cadeias de éter benzílico. Além disto, a hemicelulose pode 

fazer outros tipos de ligações com a lignina, como as do tipo éster quando ocorre 

interações entre unidades acetil e de ácidos hidroxicinâmicos, o que fortalece a rigidez 

e maximiza a interação da hemicelulose com a matriz da parede celular (FAZILAH et 

al., 2009). 

A celulose é um polímero linear que é constituído unicamente de unidades de 

glicose que se unem por ligações glicosídicas β(1→4). Por apresentar configuração 

linear, a glicose pode ser empacotada em numerosas cadeias de celulose até 

tomarem forma de fibrilas cristalinas. Esta forma de fibrila cristalina é extremamente 

estável devido a existência de ligações de hidrogênio e interações de Van der Waals 

entre as unidades de glicose vizinhas. Além disto, a elevada compactação das 

moléculas de glicose conferem a celulose alto peso molecular, fator este que resulta 

na insolubilidade da celulose em água (BRANDT et al., 2013). A hidrolise incompleta 

de celulose gera moléculas com duas subunidades de glicose, que constitui a 

celobiose, estrutura que sempre é verificada em soluções que envolvam a 

despolimerização de biomassa vegetal (MICHLMAYR e KNEIFEL, 2014). 

A hemicelulose interage intensamente com a lignina, que por se encontrar 

envolvendo a hemicelulose, maximiza a resistência da fibra vegetal e dificulta o 

acesso de enzimas despolimerizadoras a esta estrutura. Dentre os açúcares neutros, 

a xilose é um dos principais componentes da hemicelulose (83,1-84,6 %), coexistindo 

com arabinose (11,0-12,1 %) e menores quantidades de glicose (2,1-3,1 %), ácidos 

urônicos (1,4-2,6 %) e galactose (0,5-0,7 %) (BIAN et al., 2012). O principal polímero 

que constitui a hemicelulose é a xilana que consiste em um esqueleto formado por 

monômeros de D-xilose unidos por ligações β(1→4) e pode apresentar diferentes 
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cadeias laterais, tais como resíduos de L-arabinose, D-galactose, acetil, feruloyl, p-

cumarilo e ácido glucorônico. Galactomananas e galactoglucomananas formam o 

segundo grupo com maior identificação na hemicelulose. Galactomananas consistem 

em um esqueleto de resíduos de D-manose unidos por ligações β(1→4), podendo ser 

substituídos por resíduos de D-galactose unidos por ligações α(1→6). 

Galactoglucomanas consistem em um esqueleto de D-manose e D-glicose que 

formam ligações β(1→4) com grupos laterais de D-galactose (de VRIES e VISSER, 

2001). 

Caracterizado como um polímero fenólico ou polímero aromático amorfo, a 

lignina é encontrada na lamela média de vegetais vasculares. A lignina confere rigidez 

e resistência a parede celular dos vegetais, permitindo a planta tolerar ataques de 

patógenos e outros danos físicos. Esse polímero é sintetizado a partir de três 

monômeros, álcoois coniferil, sinapil e p-coumaril (DEOBALD et al., 2002). Após a 

incorporação destes monômeros na lignina, as subunidades são identificadas pela 

estrutura de anel aromático e agora são chamadas guaiacil, siringil e p-hidroxifenil. A 

diferença na composição destas três estruturas tem grande efeito sobre a rigidez da 

parede celular conferida pela lignina, sendo portanto um fator importante para a 

despolimerização da lignocelulose. As unidade de guaiacil são mais propensas a 

efetuarem ligações cruzadas de C-C na posição C-5 do anel, enquanto que a posição 

C-5 do anel da unidade de siringil está substituída, não podendo participar de reações 

de substituições. A lignina de madeira macia é constituída quase que exclusivamente 

de unidades de guaiacil e, por isto, existem muitas ligações do tipo cruzada C-C entre 

estas unidades. Desta forma, como ligações cruzadas C-C não podem ser 

hidrolisadas por ação de ácidos e bases, a despolimerização de madeira macia é mais 

difícil do que a despolimerização de carvalho e gramíneas (BRANDT et al., 2013). 

Considerado um heteropolissacarídeo coloidal e hidrossolúvel em água, a 

pectina tem função aglutinante em tecidos vegetais estando localizada na lamela 

média da parede celular vegetal. A pectina junto da celulose, lignina e hemicelulose 

contribui para a resistência da parede celular vegetal, sendo que a pectina apresenta 

ramificações e seu esqueleto consiste de resíduos de ácido D-galacturônico unidos 

por ligações α(1→4). Nas regiões que apresentem especificamente ramificações, o 

esqueleto de ácido galacturônico é interrompido por resíduos de L-ramnose eu fazem 
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ligações α(1→2). Além disto, os resíduos de L-ramnose podem estar ligados a longas 

cadeias laterais que são constituídas principalmente de L-arabinose e D-galactose, 

podendo ocorrer a presença de ácido felúrico (de VRIES e VISSER, 2001). 

Desta forma, fica evidente que os constituintes da pectina, hemicelulose, 

celulose e lignina são fontes de hexoses, pentoses e ácidos orgânicos variados, os 

quais podem ser usados pelos micro-organismos em seus metabolismos para 

produção de energia e manutenção de funções básicas das células. 

 

2.5 Enzimas com atividade lignocelulolítica e aplicação na produção de 

bioetanol 

 

Embora as características físico-químicas da biomassa vegetal criem barreiras 

naturais que dificultam a ação de enzimas que atuam sobre carboidratos, a ação 

sinérgica destas enzimas expressas pelos micro-organismos são altamente eficazes 

em desconstruir a lignocelulose sob condições fisiologicamente toleráveis (CRAGG et 

al., 2015). De fato, os carboidratos podem ocorrer na natureza em uma ampla gama 

de combinações o que ocorre devido a grande variedade estereoquímica dos grupos 

hidroxila, permitindo a ligação entre grupos de monossacarídeos que podem formar 

oligossacarídeos e polissacarídeos. Desta forma, carboidratos complexos são 

precursores de múltiplas reações biológicas nos seres vivos, intermediando 

metabolismo de reserva de carbono, desempenho de papéis como moléculas 

estruturais, ação como moléculas de reconhecimento de sinais intracelular e 

moléculas de reconhecimento de troca de sinais entre organismos. A diversidade de 

carboidratos complexos é controlada pelas enzimas Glicosiltransferases (GT), as 

quais estão envolvidas na montagem destas estruturas e, a degradação de tais 

moléculas, é realizada pelas Glicosil Hidrolases (GH), Polissacarídeo Liases (PL) e 

Carboidrato Esterases (CE) (LOMBARD et al., 2014). 

Os organismos possuem inúmeros mecanismos capazes de despolimerizar a 

lignocelulose, sendo os mais conhecidos ação oxidativa, produção de hemicelulases 

e celulases (VAAJE-KOLSTAD et al., 2010). Recentemente foi descoberto um novo 

grupo de enzimas que podem clivar as ligações de polissacarídeos e são 

denominadas Monooxigenases de Polissacarídeos Líticas (LPOMs). Este grupo de 
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enzimas integram uma família de enzimas denominadas enzimas de Atividade 

Auxiliares (AA) e através da ação oxidativa direta à cadeia de polímeros de 

lignocelulose, podem superar a recalcitrância da fibra vegetal e abrir fissuras nesta 

estrutura complexa, o que permite a ação conjunta as GHs, PLs e CEs na 

desconstrução da fibra vegetal e liberação de estruturas menos complexas 

(KJAERGAARD et al., 2014; CRAGG et al., 2015). Além disto, outro mecanismo de 

ação usado na desconstrução da celulose é o não enzimático, onde através da reação 

de Fenton dependente de ferro os fungos podem degradar a madeira durante o 

desenvolvimento da podridão marrom (ARANTES et al., 2014). 

Enzimas capazes de desconstruir a lignocelulose apresentam ampla aplicação 

na produção de bioetanol, pois a partir da disponibilização de açúcares, outras 

enzimas microbianas podem atuar na produção de etanol através da fermentação. A 

busca por enzimas com atividade lignocelulolítica se deve ao fato de serem 

necessárias à produção de bioetanol, o combustível renovável que deverá substituir 

os combustíveis oriundos de fontes não renováveis de energia devido ao risco de 

escassez das jazidas de petróleo no mundo. Antes de iniciar a fase de fermentação 

dos açúcares oriundos da biomassa vegetal é necessário a realização do pré-

tratamento das fontes vegetais (ADITIYA et al., 2016). Este tratamento tem como 

finalidade desconstruir a fibra vegetal, permitindo liberar porções da hemicelulose e 

celulose, as quais podem originar grande quantidade de açúcares que podem ser 

usados na fermentação e obtenção de etanol. São usadas duas metodologias para o 

pré-tratamento da biomassa vegetal: o uso de agentes físico-químicos e o uso de 

enzimas microbianas (CRAGG et al., 2015). 

O uso de enzimas microbianas apresenta inúmeras vantagens em relação ao 

uso de agentes físico-químicos, sendo as três principais a eliminação da etapa de 

neutralização de agentes químicos intermediários oriundos do processo e que são 

danosos as peças dos veículos e ao ambiente, o aumento na recuperação de 

açúcares fermentescíveis e a consequente redução de custos (ADITIYA et al., 2016). 

Entretanto, alguns desafios ainda precisam ser superados para que a produção de 

bioetanol seja implementada em larga escala e de forma competitiva, sendo 

imprescindíveis ações que visem reduzir o custo de produção enzimática, o 

escalonamento efetivo da produção de coquetéis (de mg para toneladas) bem como 
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a otimização da composição enzimática para aumento da eficiência de ação 

enzimática que será possível através da realização de novas descobertas e 

caracterização cinética de novas enzimas (KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012). 

Uma vez que algumas unidades de produção de cana-de-açúcar podem 

estocar grandes quantidades de torta de filtro por volta de 60 dias, estas pilhas de 

torta de filtro expostas ao ambiente podem naturalmente permitir o desenvolvimento 

de processos de degradação da biomassa vegetal por ação da microbiota nativa, que 

por apresentar características ambientais similares a compostagens (GOMES et al., 

2007; VALENTE et al., 2009; PRADO et al., 2013), pode encadear condições não 

ideais, como proliferação de micro-organismos patogênicos e perdas nutricionais 

(MARTINS et al., 2013). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

O presente trabalho teve como finalidade avaliar in silico a presença de genes 

relacionados a desconstrução de componentes da biomassa vegetal e táxons 

participantes de ciclos biogeoquímicos em torta de filtro estocada por 40 dias. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

1) devido à ausência de carcaças de animais, existe baixa prevalência de 

organismos patogênicos, pois com as elevadas temperaturas que são atingidas 

naturalmente com o avanço do dia 1 até 40, estes podem ser inibidos quanto ao 

crescimento; 

2) por este motivo, existe a prevalência de grupos de organismos benéficos ao 

sistema de plantio da agroindústria, o que acarreta em adição de micro-organismos 

que auxiliam na ciclagem de nutrientes no solo; 

3) devido a presença de celulose, hemicelulose e lignina, a torta de filtro 

armazenada por longos períodos pode ser um celeiro de micro-organismos que atuam 

ativamente na degradação destes componentes, o que representa disponibilidade de 

nutrientes a toda comunidade microbiana. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Bioquímica de Micro-organismos 

e Plantas (LBMP), da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias de Jaboticabal 

(FCAV) da UNESP. As técnicas usadas neste trabalho não oferecem riscos para o 

meio ambiente e a saúde humana, enquadrando-se nos padrões de biossegurança 

(NB-1). 

 

4.1 Coleta de amostra e extração de DNA 

 

Duas amostras foram coletadas da superfície da pilha de torta de filtro 

(primeiros 20 centímetros [cm], aproximadamente 393 mL) que tinha 

aproximadamente 40 dias de armazenamento. A coleta ocorreu na Fazenda Itaquerê 

localizada na cidade de Nova Europa (21°49'08.3"S e 48°36'51.4"W), interior de São 

Paulo (Brasil) em Janeiro de 2013. Na região de Nova Europa, a temperatura média 

do mês de janeiro de 2013 foi de 25,21 ºC e a precipitação média do mesmo mês foi 

de 282,40 mm. Segundo a classificação de Köeppen, a região de Nova Europa está 

relacionada ao tipo Aw, que é caracterizado pelo clima tropical chuvoso (chuvas no 

verão) com inverno seco e mês mais frio com temperatura média superior a 18 ºC. 

Após a coleta aleatória dos dois pontos, as amostras foram transportadas 

imediatamente ao laboratório. Após homogeneização das amostras em pool, foram 

pesados 250 miligramas (mg) de amostra para extração do DNA metagenômico total 

usando Fast DNA® kit for Soil (MP Biomedical, LLC), seguindo as instruções do 

fabricante. A pureza e concentração do DNA foi analisado por Nanodrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific – Uniscience) e Qubit® 2.0 Fluorometer (Life 

Technologies) com Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen®), seguindo-se as 

recomendações dos fabricantes. Uma parcela da amostra foi encaminhada para 

análise bromatológica no Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias de Jaboticabal-SP, seguindo protocolo pré-estabelecido 

(SILVA e QUEIROZ, 2002). A coluna usada para análise de proteínas foi LECO 

FP528. 
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4.2 Sequenciamento Illumina HiScanSQ 

 

A biblioteca de DNA metagenômico foi preparada de acordo com o protocolo 

TruSeq® DNA Sample Preparation v2 (Illumina®), conforme recomendações do 

fabricante. O sequenciamento da biblioteca shotgun da torta de filtro (~1 µg de DNA) 

foi realizado em plataforma Illumina®, equipamento HiScanSQ com uso dos kits 

Paired-End Cluster Generation Kit v3 (Illumina®) e TruSeq™ SBS Kit v3 - 200 Cycles 

(Illumina®), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

4.3 Trimagem dos dados e análises de bioinformática 

 

Para realizar-se as análises de abundância taxonômica e de perfil funcional da 

comunidade microbiana da torta de filtro, submeteu-se os dados brutos do 

sequenciamento paired-end para processamento no pipeline automático (default) do 

servidor on-line de análises metagenômicas MG-RAST v.4.0 (MEYER et al., 2008). As 

sequências com tamanho médio de 113 pares de base (pb) foram analisadas por 

busca de similaridade entre sequências nos bancos de dados de proteínas do 

GenBank e Subsystems (nível 2 e 3), com identidade mínima de 60 %, corte de e-

value mínimo 10-5, alinhamento de pelo menos 30 aminoácidos (aa) e contagem maior 

que 100 hits (abril de 2017). Os gráficos de comparação entre os ambientes de torta 

de filtro, compostagens e solo de florestas disponíveis no MG-RAST foram gerados 

no Stamp v.2.1.3 (PARKS et al., 2014) e METAGENassist (ARNDT et al., 2012), sendo 

desconsiderados em ambas análises sequências identificadas como não 

classificadas. Antes da realização das análises, os dados gerados pelo MG-RAST 

foram normalizados para 25.000.000 de sequências, aplicando-se a fórmula abaixo: 
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𝑁𝐴𝑀𝐵 = (
25.000.000

∑𝐴𝑀𝐵
) 𝑥 𝐴𝐵𝐹 

 

Onde: 

NAMB = Normalização por ambiente 

∑AMB = Soma de todos os táxons/vias do ambiente 

ABF = Abundância individual de cada táxons/via identificada no ambiente 

 

Os gráficos de Análise de Componentes Principais (PCA) gerados com Stamp 

tiveram aplicação de Multiple Test Correction Benjamini-Hochberg FDR e observação 

de características que apresentaram q-value < 0,001 %. Para as análises no 

METAGENassist usou-se distância de Pearson, normalização das colunas com log2, 

algoritmo de clusterização Ward e aplicação de T-test/ANOVA. Para comparar as 

diferenças nas abundâncias dos táxons microbianos presente entre a torta de filtro e 

outros ambientes, usou-se os dados de sequenciamento públicos disponíveis no MG-

RAST. Todos os índices de diversidade e riqueza de espécies foram calculados com 

PAST v.3.17 (HAMMER et al., 2001). Os acessos são 4529793.3 (torta de filtro com 

40 dias de armazenamento, FC40, dados privados), 4513787.3 (compostagem de 

microbiota adaptada a palha de arroz, RSA), 4479361.3 (compostagem de resíduos 

do zoológico, ZC1, oito dias de compostagem), 4479944.3 (compostagem de resíduos 

do zoológico, ZC2, 60 dias de compostagem), 4477876.3 (solo de floresta de conífera 

1, TCF1), 4477877.3 (solo de floresta de conífera 2, TCF2), 4477899.3 ( solo de 

floresta de conífera 3, TCF3), 4477807.3 (solo de floresta tropical/subtropical, TSF), 

4446153.3 (solo de floresta subtropical da base da montanha, SLMF). 

Para filtragem de adaptadores na posição 3’ usou-se Scythe v.0.991 

(https://github.com/vsbuffalo/scythe) e, para posição 5’, Cutadapt v.1.7.1 (MARTIN, 

2011). Prinseq-lite stand-alone v.0.20.4 (SCHMIEDER e EDWARDS, 2011) foi usado 

para aparar as reads de baixa qualidade Phred (Qphred<20) e comprimento menor do 

que 50 pb. Para montagem de scaffolds, submeteu-se as reads restantes ao montador 

IDBA-UD v.1.1.1 (PENG et al., 2012). A seguir, para fechar gaps e aumentar a 

extensão dos scaffolds, usou-se GapFiller v.1.10 (BOETZER e PIROVANO, 2012) e 

CAP3 (HUANG e MADAN, 1999). Os scaffolds foram submetidos a predição das Open 

Reading Frame (ORFs) usando MetaProdigal v.2.6.1 (HYATT et al, 2012). As análises 

https://github.com/vsbuffalo/scythe
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de controle de qualidade das reads dos dados brutos, das reads após as etapas de 

eliminação de sequências indesejáveis e da montagem dos scaffolds foram realizadas 

com MetaQuast v.4.6.0 (MIKHEENKO et al., 2016). Para avaliar a qualidade da 

montagem, estimou-se a profundidade da cobertura de sequenciamentos através do 

mapeamento das reads contra os scaffolds usando Bowtie v.2.2.6 (LANGMEAD e 

SALZBERG, 2012) e visualizou-se os resultados com SAMtools v.0.1.19 (LI et al., 

2009). 

As ORFs também foram submetidas para busca por HMMs 5.0 de padrões para 

famílias de proteínas CAZymes no servidor on-line DataBase for automated 

Carbohydrate-active enzyme Annotation (dbCAN, banco de dados CAZyDB 

07/15/2016) (YIN et al., 2012). As sequências fastas das ORFs identificadas para cada 

família das Carbohydrate-Active Enzymes (CAZymes) foram identificadas quanto a 

filiação taxonômica (best hit) com blastp v.2.2.28+ (ALTSCHUL et al., 1997) contra o 

banco de dados não redundante de proteínas do Refseq e a taxonomia foi acessada 

com MEGAN v.6.6.7 (HUSON et al., 2016) , conforme informações contidas no banco 

de dados Taxonomy do NCBI (default). 

 

4.4 Análises filogenéticas 

 

Todas as sequências da família AA10 foram recuperadas a partir do banco de 

dados CAZy e, junto de todas as ORFs identificadas desta mesma família na FC40, 

foi realizado o alinhamento múltiplo de sequências com o programa MAFFT v.7.215 

(KATOH e STANDLEY, 2013). IQ-TREE v. 1.5.5 (NGUYEN et al., 2015) foi usado para 

estimar o melhor modelo evolutivo para ajuste das taxas de mutações dos 

alinhamentos de sequências de aminoácidos, conforme Akaike Information Criterion 

correction AICc. A árvore não enraizada de Máxima Verossimilhança foi construída a 

partir do modelo evolutivo identificado por AICc, com bootstrap para 1.000 réplicas e 

otimização de Máxima Verossimilhança. Em seguida, o dendrograma foi editado com 

a ferramenta on-line Interactive Tree Of Life (iTOL) (LETUNIC e BORK, 2007).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Composição bromatológica da torta de filtro estocada por 40 dias 

 

A análise da composição bromatológica da torta de filtro estocada por 40 dias 

(FC40) apresentou 34,50 % de Matéria Mineral (MM), 9,40 % de Lignina (LG), 8,18 % 

de Hemicelulose (HM) e 25,63 % de Celulose (CL). Estes valores são maiores do que 

aqueles quantificados em outra amostra de torta de filtro, porém, com exceção da MM 

e HM, são ligeiramente similares ao que é verificado no bagaço de cana-de-açúcar 

(LG = 8,04 %, e CL = 30,30 %) (Tabela 1). Os valores verificados para a FC40, 

provavelmente variaram devido a esta torta de filtro ter ficado armazenada por 40 dias, 

fazendo com que ela perde-se algumas de suas características originais. 

Considerando que a torta de filtro é rica em nutrientes e apresenta entre 70-80 % de 

umidade ao ser produzida na indústria (PRADO et al., 2013), quando estocada por 

longos períodos estas características podem culminar no desenvolvimento de fases 

similares àquelas que ocorrem em uma compostagem (MARTINS et al., 2013). Nestas 

condições, o metabolismo desenvolvido pela comunidade microbiana presente neste 

subproduto da fabricação do açúcar acarreta na redução das características 

nutricionais da torta de filtro fresca conforme ocorre o avanço dos dias. Com isto, 

assim como ocorre na fase inicial de uma compostagem, açúcares, ácidos orgânicos, 

polissacarídeos de menor complexidade, etc, podem ser consumidos nos primeiros 

dias de armazenamento da torta de filtro (PARTANEN et al., 2010) e, com o passar 

dos dias, ocorre um aumento da disponibilidade de estruturas mais recalcitrantes 

como a lignocelulose e minerais (CRAGG et al., 2015). 

Representando a categoria de carboidratos altamente solúveis, tais como 

amido, pectina, açúcares, etc, Extrativo Não Nitrogenado (EEN) representou 7,71 % 

na torta de filtro com 40 dias de armazenamento. Outros componentes tais como 

macro e micronutrientes, ureia, amônia, amônio, aminoácidos e bases nitrogenadas, 

foram identificados como Matéria Mineral (MM), Matéria Orgânica (MO) e Proteína 

Bruta (PB), os quais foram identificados em 34,50 %, 24,15 % e 5,52 % da composição 

da torta de filtro (Tabela 1), respectivamente. Estes resultados demonstram que a torta 
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de filtro é um ambiente com potencial de fornecer ampla gama de carboidratos 

contidos em estruturas complexas como lignocelulose, pectina e amido, todos 

derivados do bagaço de cana-de-açúcar residual advindo do processo de extração do 

caldo de cana-de-açúcar (De FRAVET et al., 2010). Além disto, devido a riqueza de 

MO e PB, o microbioma nativo da torta de filtro pode acessar muitos substratos usados 

no metabolismo de uréia, amônia, amônio, aminoácidos, bases nitrogenadas, etc 

(DETMANN e VALADARES FILHO, 2010). Além disto, uma parcela de MO e PB 

podem ter como fonte a desconstrução da própria biomassa microbiana morta devido 

a senescência celular (MA et al., 2015), bem como o aumento da Matéria Mineral (MM) 

ser oriunda do processo de mineralizando da MO do bagaço residual presente na torta 

de filtro (PRADO et al., 2013; PINTO et al., 2015). 

 

Tabela 1. Composição bromatológica da torta de filtro armazenada por 40 dias e de 
torta de filtro e bagaço de cana-de-açúcar recuperados da literatura. 

Índices FC40 (%)a Torta de Filtro (%)b Bagaço (%)c 

Umidade (UM) 41,35 82,42 59,89 

Matéria Seca (MS) 58,65 17,58 40,11 

     

Matéria Seca (MS)    

 Matéria Mineral/Cinzas (MM) 34,50 3,90 1,22 

  Matéria Orgânica (MO) 24,15 13,68 38,89 

     

Matéria Orgânica (MO)    

 Extrato Etério (EE) 0,00 1,06 0,07 

 Proteína Bruta (PB) 5,52 1,83 2,32 

 Matéria Fibrosa (MF) 10,92 d- - 

  Extrativo Não Nitrogenado (ENN) 7,71 8,75 - 

     

Fibra de Detergente Neutro (FDN)    

 Lignina (LG) 9,40 0,98 8,04 

 Celulose (CL) 25,63 4,11 30,30 

  Hemicelulose (HM) 8,18 6,55 20,68 
a Torta de filtro estocada por 40 dias 
b Belai et al. (2013) 
c De Carvalho et al. (2006) 
d Dados não declarados 
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5.2 Diversidade microbiana da torta de filtro e atribuição de papéis 

funcionais 

 

Segundo dados obtidos pelas análises no servidor do MG-RAST, foram 

produzidos um total de 27.791.106 reads paired-end pelo sequenciamento de DNA 

metagenômico da FC40, sendo que somente 20.883.203 reads foram filiadas nos 

domínios Bacteria (~99,03 %), Eukaryota (~0,62 %), Archaea (~0,14 %) e Viruses 

(~0,21 %) (Tabela 2). Por considerar-se que o ambiente de FC40 é similar a ambientes 

de compostagens, comparamos as abundâncias dos táxons microbianos deste 

microbioma contra outros três ambientes de compostagem. 

 

Tabela 2. Abundância de domínios microbianos 
identificados na FC40 e ambientes de compostagensa 
disponíveis no MG-RAST. Resultados obtidos com a 
identificação de sequências de aminoácidos contra o 
banco de dados do GenBank. 

TÁXONS FC40 ZC1 ZC2 RSA 

Bacteria 24.757.393 24.425.972 24.595.813 24.667.703 

Eukaryota 155.941 125.511 77.877 139.029 

Viruses 52.404 31.382 91.036 14.931 

Archaea 34.265 417.139 235.279 178.341 

aFC40 = Torta de Filtro armazenada por 40 dias; ZC1 = 
Compostagem de resíduos do Zoológico de São Paulo com 8 dias 
de idade; ZC2 = Compostagem de resíduos do Zoológico de São 
Paulo com 60 dias de idade; RSA = Consórcio Microbiano 
Adaptado com Palha de Arroz. 

 

Martins e colaboradores (2013) também relataram abundância similar destes 

domínios microbianos, onde os autores reforçam a importância do domínio Bacteria 

na manutenção e equilíbrio de nutrientes em sistemas de compostagens. Além disto, 

com exceção de ZC1, todas as outras amostras são referentes a compostagens 

tardias, demostrando que embora menos abundantes em relação a bactérias, fungos 

certamente contribuem para a eficiência na desconstrução do material lignocelulósico 

em fases tardias da compostagem. Isto se deve à presença de sistemas enzimáticos 

altamente eficientes no genoma destes organismos, os quais são identificados como 

sistema hidrolítico e sistema lignolítico. No primeiro sistema, são produzidas 

hidrolases responsáveis por degradar polissacarídeos e, no segundo sistema, ocorre 
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oxidação extracelular da lignina, permitindo a abertura de anéis de fenilo e habilitando 

a ação de enzimas microbianas antes inibidas pela lignina (SÁNCHEZ, 2009). Embora 

não muito bem estabelecido os papéis ecológicos de vírus e arqueas em sistemas que 

contenham elevada quantidade de biomassa vegetal, provavelmente são oriundos do 

microbioma da cana-de-açúcar, podendo ser hospedeiros de partes externas da 

planta ou do sacaroma (PACHECO et al., 2003; PAGÁN et al., 2007; SOUZA et al., 

2016). No caso de vírus, o genoma destas partículas podem estar inseridos dentro 

das células bacterianas (bacteriófagos) do microbioma da torta de filtro, bem como 

estarem integrados aos genomas dos organismos que habitavam as estruturas de 

cana-de-açúcar antes de a cana-de-açúcar ser moída na indústria (MARBOUTY et al., 

2017). 

Um total de 27 filos bacterianos foram identificados na FC40, sendo que os filos 

predominantes foram Actinobacteria (~52,68 %), Proteobacteria (~28,81 %), 

Firmicutes (~9,42 %), Bacteroidetes (~4,13 %) e Chloroflexi (~1,43 %). Em nível de 

filo, apenas o ambiente Compostagem de Microbiota Adaptada a Palha de Arroz 

(RSA) apresentou perfil taxonômico similar a FC40, os quais apresentaram 

abundância de filos microbianos muito diferente daquelas verificadas em ZC1 e ZC2 

(Tabela 3). Com o término da fase termofílica, Actinobacteria desempenha papéis 

ecológicos fundamentais no ambiente da compostagem, além de atuar ativamente 

sobre a degradação de compostos recalcitrantes, como a lignocelulose (HERRMANN 

e SHANN, 1997; HIRAISHI et al., 2003; STEGERb et al., 2007; VARGAS-GARCÍA et 

al., 2010). Considerando estas características, a elevada abundância de 

Actinobacteria no ambiente FC40 pode ser devido à grande disponibilidade de 

biomassa vegetal e, devido a recalcitrância, este filo microbiano deve ser importante 

na disponibilização de quantidades necessárias de açúcares e nutrientes na torta de 

filtro armazenada por longos períodos, garantindo a sobrevivência de muitos grupos 

microbianos. Estudos sugerem que os filos Actinobacteria e Proteobacteria alternem 

em abundância durante as fases iniciais e estacionária da compostagem, sendo que 

Proteobacteria e Bacteroidetes são identificados durante todos os estágios do 

processo (TAKEBAYASHI et al., 2007). Firmicutes é relacionado a processos 

fundamentais de desconstrução da biomassa vegetal na fase termofílica, além de 

produzir ácidos orgânicos (PARTANEN et al., 2010). Por sua vez, Chloroflexi aparenta 
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ter abundância aumentada quando o processo de compostagem atinge a fase 

termofílica (NEHER et al., 2013). 

 

Tabela 3. Abundância dos 15 filos bacterianos mais abundantes 
identificados na FC40 e três ambientes de compostagens 
disponíveis no MG-RAST. Resultados obtidos com a identificação 
de sequências de aminoácidos contra o banco de dados do 
GenBank. 

Filos FC40 ZC1 ZC2 RSA 

Actinobacteria 13.169.595 883.768 1.668.225 12.332.189 

Proteobacteria 7.202.266 11.408.552 3.569.202 6.171.549 

Firmicutes 2.354.723 7.725.948 17.703.467 2.808.551 

Bacteroidetes 1.033.660 2.959.080 1.181.463 1.012.669 

Chloroflexi 356.783 161.268 58.626 1.288.237 

Verrucomicrobia 178.725 64.994 32.339 77.453 

Planctomycetes 98.531 35.315 21.297 75.796 

Acidobacteria 93.754 61.289 28.558 177.270 

Cyanobacteria 84.542 119.056 51.177 193.147 

Deinococcus-Thermus 58.787 88.721 25.427 263.557 

Tenericutes 49.502 58.688 23.805 1 

Chlorobi 34.716 72.600 28.845 58.953 

Spirochaetes 24.906 198.316 81.020 48.322 

Thermotogae 18.100 244.338 33.561 71.654 

Fusobacteria 12.954 144.359 120.244 1 

Outros 55.611 249.905 73.632 142.351 

 

 

Estes resultados mostram que após 40 dias, FC40 apresentou dentre os filos 

bacterianos mais abundantes aqueles relacionados a estágios termofílicos de 

processos de compostagem, sendo que nestes ambientes, micro-organismos 

termofílicos formam uma comunidade microbiana mista com os mesofílicos 

(PARTANEN et al., 2010). Com base nisto, embora não tenha-se realizado medições 

de temperaturas desde o primeiro dia de armazenamento da torta de filtro até o 

quadragésimo dia de armazenamento, pode-se sugerir que quando armazenada e 

exposta a condições ambientais, a torta de filtro fornece condições propícias ao 

desenvolvimento da comunidade nativa que a habita. Por permanecer como um 

sistema estático até o momento de seu uso como adubo no período de entressafra, 

estágios similares ao de uma compostagem podem se desenvolver, significando que 

ocorre oscilação da temperatura. Segundo relatos coletados no dia da coleta das 
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amostras, após cerca de 30 dias observa-se a formação de estruturas esbranquiçadas 

sobre as pilhas da torta de filtro armazenada (Figura 1), sendo este um indicativo do 

desenvolvimento de fungos e sinalização de que este produto está pronto para ser 

usado como um adubo (MARAGNO et al., 2007). 

 

 

Figura 1. Foto registrada no dia da coleta das amostra da FC40. A formação de 
estruturas esbranquiçadas na torta de filtro, como a mostrada acima, indica a 
proliferação de fungos, os quais só conseguem maior sucesso em colonizar ambientes 
de compostagens após o final da fase termofílica do processo (MARAGNO et al., 
2007). Na Usina Santa Fé, assim como o indicado na literatura, o desenvolvimento de 
fungos (aproximadamente 30 dias) sinaliza o momento em que o produto pode ser 
usado como adubo no solo. 

 

Foram observadas 1.536 espécies de bactérias na FC40, sendo que as cinco 

mais abundantes foram Thermomonospora curvata (~15,07 %), Salinispora tropica 

(~3,83 %), Pseudoxanthomonas suwonensis (~2,31 %), Thermobifida fusca (~2,29 %) 

e Nocardioides sp. JS614 (~2,27 %) (Tabela 4). T. curvata é uma bactéria aeróbia 

facultativa, termofílica e durante os anos tem sido isolada de compostagens que tem 
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como material de partida resíduos vegetais (HENSSEN, 1957; HENSSEN e 

SCHNEPF, 1967; CHERTKOV et al., 2011). Esta espécie bacteriana é produtora de 

muitos compostos de importância para a agricultura, indústria, farmácia e outras 

biomoléculas de interesse biotecnológico (SHIVLATA e SATYANARAYANA, 2015). 

Dentre essas moléculas, destaca-se a produção de antimicrobianos e celulases 

(CHERTKOV et al., 2011), além de enzimas poliéster hidrolases que podem degradar 

poly(ԑ-caprolactona) e polietileno tereftalato (PET) (WEI et al., 2014). S. tropica é de 

grande importância na síntese de agentes antitumorais e anticancerígenos naturais, 

sendo a salinisporamida A uma das moléculas anticancerígenas mais conhecidas 

(GOODFELLOW, 2010). Dentre as cinco espécies de bactéria identificadas como as 

mais abundantes na FC40, P. suwonensis é a única Proteobacteria, sendo descrita 

como gram-negativa, aeróbica, não formadora de esporos e degradadora de celulose 

(CHERTKOV et al., 2011). Esta bactéria foi identificada em compostagem de resíduo 

de algodão (WEON et al., 2006) e solo enriquecido com serrapilheira (HOU et al., 

2015). Pseudoxanthomonas é um gênero relacionado a degradação de 

hidrocarbonetos monoaromáticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno, 

m-xileno e p-xileno, chamados coletivamente de BTEX (CHOI et al., 2013). Os 

compostos topoestatina e isoauroestatina produzidos por Thermobifida e 

Thermomonospora, possuem potencial para aplicação em ação antiviral, pois estes 

compostos inibem a DNA topoisomerase, interferindo na replicação, transcrição e 

tradução em processos celulares destinados à síntese de partículas virais (SHIVLATA 

e SATYANARAYANA, 2015). Nocardioides sp. JS614, apresenta interesse de 

aplicação na área de biorremediação e biocatálise de compostos de eteno e cloreto 

de vinila (CV), sendo que CV é um composto persistente e carcinogênico (COLEMAN 

et al., 2011). 

Apenas cinco filos foram identificados como pertencentes ao domínio Archaea 

nos ambientes FC40, RSA, ZC1 e ZC2, os quais apresentaram perfil de abundância 

similares entre eles (Tabela 5). Os filos mais abundantes na FC40 foram 

Euryarchaeota (~0,12 %), Crenarchaeota (~0,01 %), Thaumarchaeota (menor que 

0,01 %), Korarchaeota (menor que 0,01 %) e Nanoarchaeota (menor que 0,01 %). 

Euryarchaeota e Crenarchaeota são os dois filos mais abundantes entre as arqueas 

nos quatro ambientes e são relacionadas a membros produtores de metano, sendo 
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que arqueas pertencentes a estes grupos microbianos são classificadas como 

halófilos extremos, termoacidófilos e alguns são hipertermófilos que são 

predominantes nas mais variadas condições de compostagem (CAHYANIL et al., 

2004; BROCHIER-ARMANET et al., 2008; LEE et al., 2010; NEHER et al., 2013). 

Thaumarchaeota é formado por membros mesofílicos os quais estão dispersos em 

ecossistemas de solo a oceano, sendo de grande importância para os ciclos 

biogeoquímicos do carbono, nitrogênio e oxidação de amônia. Anteriormente, 

membros deste filo eram classificados como Crenarchaeota, mas análises 

filogenéticas baseadas em sequências de rRNA permitiram verificar a existência de 

micro-organismos mesofílicos e termofílicos que eram muito diferentes, o que 

culminou na criação de um novo grupo taxonômico: Thaumarchaeota (BROCHIER-

ARMANET et al., 2008). Korarchaeota e Nanoarchaeota são frequentemente 

encontrados habitando o interior de biorreatores anaeróbios usados para produção de 

metano (WONG et al., 2013). 

 

Tabela 4. As 15 espécies do domínio Bacteria mais abundantes na FC40 e outros 
ambientes de compostagens disponíveis no MG-RAST. Resultados obtidos com a 
identificação de sequências de aminoácidos contra o banco de dados do GenBank. 

Espécies FC40 ZC1 ZC2 RSA 

Thermomonospora curvata 3.768.475 15.217 9.797 1.620.826 

Salinispora tropica 958.499 17.574 14.784 1.088.542 

Pseudoxanthomonas suwonensis 576.931 213.321 41.194 22.396 

Thermobifida fusca 572.842 53.198 16.198 795.825 

Nocardioides sp. JS614 568.525 19.584 24.025 288.144 

Micromonospora aurantiaca 428.931 6.338 5.455 484.971 

Streptosporangium roseum 400.014 22.992 14.405 1.010.789 

Salinispora arenicola 368.525 6.870 6.073 469.357 

Micromonospora sp. ATCC 39149 358.138 4.820 3.321 358.484 

Cellulomonas flavigena 291.660 6.830 14.153 41.164 

Thermobispora bispora 270.530 20.462 9.658 1.201.307 

Conexibacter woesei 251.005 6.990 6.932 325.207 

Xanthomonas campestris 218.555 428.038 51.659 24.131 

Rhodococcus jostii 210.952 16.176 28.961 248.085 

Gordonia bronchialis 202.364 3.715 8.888 26.339 

Outros 15.439.907 23.757.288 24.534.648 16.994.459 
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Tabela 5. Abundância de filos de arqueias identificados na FC40 
e outros ambientes de compostagens disponíveis no MG-RAST. 
Resultados obtidos com a identificação de sequências de 
aminoácidos contra o banco de dados do GenBank. 

Filos FC40 ZC1 ZC2 RSA 

Euryarchaeota 30.007 394.608 226.203 143.031 

Crenarchaeota 3.316 19.406 7.661 31.617 

Thaumarchaeota 567 1.709 1.286 1 

Korarchaeota 245 1.893 1 1 

Nanoarchaeota 32 1 1 1 

 

Thaumarchaeota é o filo de arquea que mais pode contribuir para ciclagem de 

carbono e nitrogênio na FC40. Estas moléculas provavelmente estão inacessíveis ao 

microbioma e, por isto, devem ser mineralizadas para permitir o uso dessas estruturas 

no metabolismo da comunidade microbiana mista. Assim como no solo, em processos 

de compostagem ocorre o ciclo do nitrogênio, onde este composto é transformado em 

diferentes formas no decorrer da maturação da compostagem. Formas do nitrogênio 

como amônio (NH4-N), nitrato (NO3-N) e nitrogênio orgânico (Norg), são oriundos da 

degradação da MO, sendo que o tipo de material de partida da compostagem 

influência na taxa de disponibilização destes compostos (SÁNCHEZ-MONEDERO et 

al., 2001). 

Foram observadas 58 espécies relacionadas ao domínio Archaea, sendo as 

mais abundantes Methanosarcina mazei (~0,01 %), Methanosarcina acetivorans 

(~0,01 %), Methanospirillum hungatei (~0,01 %), Methanosarcina barkeri (~0,01 %) e 

Methanoculleus marisnigri (~0,01 %) (Tabela 6). Pertencente ao filo Euryarchaeota, 

M. mazei é uma arquea acetoclástica que a partir do consumo do ácido acético ou 

metanol produz metano (TOWN e DUMONCEAUX, 2016). M. acetivorans é capaz de 

metabolizar monóxido de carbono e gerar acetato e formato (ROTHER e METCALF, 

2004). Outra habilidade desta arquea é oxidar monóxido de carbono em dióxido de 

carbono, que devido a atividade microbiana pode converter esta última molécula em 

metano (LESSNER et al., 2006) que é um dos principais gases responsáveis por 

promover o fenômeno do efeito estufa (AMLINGER et al., 2008; LOU e NAIR, 2009; 

ROCKSTRÖM et al., 2009). M. hungatei tem como habilidade a capacidade de usar 

hidrogênio, dióxido de carbono e/ou formato como fonte de energia, sendo que seu 

papel ecológico é o controle de íons H+ (GUNSALUS et al., 2016), que se não 
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consumidos, podem acidificar o meio e impossibilitar a sobrevivência de muitos 

membros da comunidade microbiana. 

 

Tabela 6. Espécies do domínio Archaea mais abundantes na FC40 e 
outros ambientes de compostagens disponíveis no MG-RASTa. Resultados 
obtidos com a identificação de sequências de aminoácidos contra o banco 
de dados do GenBank. 

Espécies FC40 ZC1 ZC2 

Methanosarcina mazei 2.862 10.638 4.760 

Methanosarcina acetivorans 2.689 12.249 7.285 

Methanospirillum hungatei 1.602 6.125 9.103 

Methanosarcina barkeri 1.599 11.689 6.376 

Methanoculleus marisnigri 1.437 9.959 10.870 

Methanoregula boonei 1.219 4.740 10.416 

Methanosaeta thermophila 1.030 5.592 3.397 

Archaeoglobus fulgidus 1.020 7.563 4.053 

Methanococcoides burtonii 995 7.536 3.990 

Methanothermobacter thermautotrophicus 886 30.686 10.391 

Haloarcula marismortui 792 3.116 1.541 

Methanococcus vannielii 726 5.646 2.892 

Methanococcus maripaludis 703 11.144 5.076 

Methanosphaerula palustres 691 3.409 7.096 

Methanoplanus petrolearius 684 3.063 7.272 

Outros 13.433 267.487 115.384 

aRSA não apresentou identificações para espécies de arqueas.  

 

Durante a conversão da MO, M. barkeri, M. mazei e Methanosaeta 

harundinacea, podem produzir metano via metabolismo de acetato, hidrogênio e 

formato, entretanto, os membros destes gêneros também podem aceitar elétrons 

diretamente da bactéria Geobacter metallireducens (menos de 1 % de abundância na 

FC40, dados não mostrados) para reduzir dióxido de carbono a metano. Isto ocorre 

porque a família Geobacteraceae pode reduzir ferro(III) usando o acetato ou etanol 

como molécula doadora de elétrons (ZHENG et al., 2015). Methanoculleus marisnigri 

foi identificada em área sob cultivo de arroz, no período de pós-colheita, onde 

aparentemente tinha sua abundância alterada conforme perturbações oriundas da 

ação de colheita do arroz eram introduzidas no ambiente. Segundo os autores da 

pesquisa, este fenômeno se deve ao fato de alguns grupos metanogênicos serem 

dominantes e outros recessivos durantes os estágios de cultivo, contribuindo para a 
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variação da comunidade metanogênica ao longo do período de cultivo (SINGH et al., 

2012). 

Outro tipo de interação entre arqueas e bactérias se deu quanto a 

transformação das formas de amônia no ambiente. O processo de nitrificação é 

dividido em duas etapas, sendo a primeira aquela onde as bactérias e arqueas oxidam 

a amônia em nitrito, para que bactérias oxidantes de nitrito possam transformar esta 

molécula em nitrato (PINTO et al., 2015). Estas transformações microbianas da 

amônia e nitrato são importantes pois tais moléculas podem ser assimiladas pelas 

plantas (BENEDUZI et al., 2013). No entanto, uma espécie da bactéria Nitrospira 

(gênero com menos de 1 % de abundância, dados não mostrados) pode fazer este 

processo sem atuar em parceria com algum outro micro-organismo, oxidando 

completamente a amônia em nitrato (PINTO et al., 2015). No entanto, vale ressaltar 

que o aumento da nitrificação também é apontada como um dos pontos chave para 

gerar o gás de efeito estufa óxido nitroso, o qual é 298 vezes mais danoso do que o 

dióxido de carbono (BUTTERBACH-BAHL et al., 2013). 

Foram identificados 42 filos pertencentes a Eukaryota, dos quais os mais 

frequentes foram Ascomycota (~0,28 %), Streptophyta (~0,10 %), Basidiomycota 

(~0,05 %), Arthropoda (~0,03 %) e Chordata (~0,03 %) (Tabela 7). Ascomycota e 

Basidiomycota estão dentre os filos de eucariotos mais abundantes em amostras de 

compostagem (NEHER et al., 2013; LANGARICA-FUENTES et al., 2015), 

provavelmente por estes fungos contarem com um secretoma completo de enzimas 

extracelulares relacionadas à despolimerização da lignocelulose com ação de 

oxidases, hidrolases e peptidases (WÖSTEN, 2001). Streptophyta engloba 

principalmente algas verdes e azuis, as quais são agentes autotróficos e de grande 

interesse para aplicações biotecnológicas, principalmente para produção de 

biocombustíveis, alimentos e outros materiais (BECKER e MARIN, 2009), sendo 

identificado amplamente em amostras de compostagens variadas (HAN et al., 2014; 

LIN et al., 2014; BUELOW et al., 2016). Streptophyta parece responder positivamente 

ao aumento da MO (BUELOW et al., 2016), auxiliando na biodisponibilização de 

fósforo (P) e fixação de nitrogênio (N), além de realizar interações ecológicas com 

bactérias e fungos para possibilitar a maximização da degradação de compostos 

fenólicos da lignina (LIN et al., 2014) e permitir a comunidade microbiana acessar a 
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HM e CL. Arthropoda e Chordata foram verificados em amostras com aumento de MO, 

podendo ser derivadas de sequências contaminantes (humanas) (BUELOW et al., 

2016) ou de animais que habitam a região de plantio de cana-de-açúcar, no caso deste 

estudo. 

 

Tabela 7. Abundância de filos eucariotos identificados na FC40 e 
outros ambientes de compostagens disponíveis no MG-RAST. 
Resultados obtidos com a identificação de sequências de 
aminoácidos contra o banco de dados do GenBank. 

Filos FC40 ZC1 ZC2 RSA 

Ascomycota 70.592 18.644 17.854 84.494 

Streptophyta 24.309 32.373 18.578 19.191 

Basidiomycota 10.317 3.942 2.197 1 

Arthropoda 7.660 9.552 6.526 1 

Chordata 7.355 11.391 6.601 1 

Chlorophyta 5.625 4.074 4.729 1 

Cnidaria 3.762 5.690 1.810 1 

Nematoda 2.948 17.106 4.218 1 

Bacillariophyta 2.760 1.459 1 1 

Apicomplexa 1.254 1.998 1.486 1 

Placozoa 468 1 1 1 

Phaeophyceae 466 1 1 1 

Chytridiomycota 176 1 1 1 

Platyhelminthes 166 1 1 1 

Microsporidia 119 1 1 1 

Outros 755 11 11 11 

 

Na FC40 foram identificadas 58 espécies de fungos (Tabela 8), sendo os mais 

abundantes Neosartorya fumigata (~0,06 %), Neurospora crassa (~0,03 %), 

Paracoccidioides brasiliensis (~0,02 %), Chaetomium globosum (~0,02 %) e 

Coprinopsis cinerea (~0,01 %). Com abundância menor do que 0,10 % no microbioma, 

também foram identificados outras espécies de organismos, como vírus, algas, 

protozoários, nematoides e plantas (dados não mostrados). Neosartorya fumigata, a 

forma teleomorfa de Aspergillus fumigatus, é um patógeno humano oportunista em 

indivíduos imunocomprometidos, sendo considerado um fungo saprofítico cujo 

esporos são ubíquos na atmosfera. Ele causa infecções altamente invasivas que 

evoluem para fatalidade, com taxa de mortalidade humana de 50 %, estando 

associado a asma grave e sinusite. No entanto, ele está amplamente disperso pelo 
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ambiente, participando na reciclagem de nutrientes em solos e em detritos orgânicos 

(O’GORMAN et al., 2009). Neurospora crassa possuí celulase nativa que foi 

considerada comercialmente viável, uma vez que em processos industriais é mais fácil 

a adequação de cepas nativas do que geneticamente modificadas (LI et al., 2014). 

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo patogênico dimórfico, causador etiológico da 

paracoccidioidomicose (PCM), a mais importante micose sistêmica da América Latina. 

Este micro-organismo não foi associado a um ambiente em específico, sendo que os 

isolados que se tem conhecimento foram obtidos esporadicamente de solo, morcego 

(Artibeus literatus), pinguins (Pygoscelis adeliae) e fezes e comida de cães (FRANCO 

et al., 2000). Chaetomium globosum foi identificado em fase matura de processo de 

compostagem de bagaço de cana-de-açúcar (de GANNES et al., 2013) e Coprinopsis 

cinerea é um fungo identificado como cogumelo comestível, pertencente a ordem 

Agaricales (PUKKILA, 2011). 

Desta forma, FC40 aparenta possuir diversidade microbiana similar a 

ambientes de compostagens, o que pode ter relação com as características físico-

químicas da torta de filtro assim que é produzida na indústria, a qual possui grande 

teor de umidade e nutrientes (De FRAVET et al., 2010; PRADO et al., 2013) que 

podem ser similares as condições iniciais de uma compostagem em sua fase inicial 

do processo (CHRONI et al., 2009; MARTINS et al., 2013). 
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Tabela 8. Espécies de fungos (Eukaryota) mais abundantes na 
FC40a. Resultados obtidos com a identificação de sequências de 
aminoácidos contra o banco de dados do GenBank. 

Espécies FC40 

Neosartorya fumigata 14.689 

Neurospora crassa 7.754 

Paracoccidioides brasiliensis 5.462 

Chaetomium globosum 4.544 

Coprinopsis cinérea 3.952 

Candida tropicalis 3.098 

Penicillium marneffei 2.673 

Ajellomyces capsulatus 2.559 

Magnaporthe oryzae 2.542 

Phytophthora infestans 2.532 

Emericella nidulans 1.759 

Neosartorya fischeri 1.725 

Ustilago maydis 1.647 

Talaromyces stipitatus 1.605 

Aspergillus flavus 1.560 

Outros 23.761 
aZC1, ZC2 e RSA não apresentaram identificações para espécies de eucariotos. 

 

Os micro-organismos da FC40 participam de diferentes processos metabólicos 

que visam a contínua transformação das moléculas disponíveis neste ambiente em 

moléculas menos complexas, as quais são úteis na geração de energia em processos 

de oxiredução ou assimilação pelo microbioma para manutenção de funções celulares 

vitais. Grande parte das espécies, como os fungos Chaetomium globosum e 

Coprinopsis cinérea, são mesofílicos e, junto da identificação de muitas bactérias 

termofílicas, mostram como se comporta a comunidade microbiana frente ao aumento 

da recalcitrância do meio logo após o término da fase termofílica, a qual caracteriza o 

consumo de quase todos os nutrientes e minerais facilmente metabolizáveis pelo 

microbioma. Além disto, os resultados demonstram que muitas arqueas 

metanogênicas podem estar atuando nas emissões de metano e, em alguns casos, 

atuam em associação com outros membros da comunidade, tal como os membros da 

família Geobacteraceae. No entanto, as arqueas podem participar de múltiplos 

processos, como a oxidação da amônia em nitrito, onde espécies de bactéria podem 

atuar em sinergismo ou sozinhas para oxidá-lo em nitrato. Outro fato importante é a 
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verificação da existência de fungos com capacidade de realizar os primeiros danos a 

lignina por meio de enzimas oxidativas, onde devido a esta desestabilização, existe a 

possibilidade da ação de enzimas lignocelulíticas que agora podem superar a barreira 

da recalcitrância, iniciando o processo de despolimerização da lignocelulose e 

liberação de moléculas menos complexas no meio. Um fato que chama a atenção é a 

existência de duas espécies de fungos patogênicos ubíquos, Neosartorya fumigata e 

Paracoccidioides brasiliensis, demonstrando que existe a necessidade da 

recomendação de um monitoramento ostensivo para verificar como estes taxas se 

comportam em curto e longo prazo em resíduos da agroindústria. 

 

5.3 Relação entre perfil taxonômico e funcional em microbiomas com 

elevada disponibilidade de biomassa vegetal 

 

A análise de agrupamento entre os ambientes com elevada disponibilidade de 

biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2) e os ambientes com baixa disponibilidade 

de biomassa vegetal (TCF1, TCF2, TCF3, TSF e SLMF), verificou-se que quanto ao 

perfil metabólico, esses dois ambientes formam dois grupos distintos (Figura 2A). De 

forma geral, solos de florestas (TCF1, TCF2, TCF3, TSF e SLMF) tendem a sofrer 

menos ação perturbadora (principalmente pela ação humana) em relação a ambientes 

constituídos por resíduos da agricultura (FC40, RSA) e resíduos vegetais/animais de 

zoológico (ZC1 e ZC2). Entretanto, embora apresentem diferenças quanto a táxons 

microbianos (Figura 2B), a ação de fatores seletivos bióticos e/ou abióticos não 

selecionam táxons, apenas funções. Por este motivo, comunidades microbianas de 

deserto podem ser muito semelhantes aquelas presentes em florestas, diferindo 

apenas quanto as funções codificadas pelos táxons microbianos devido a exposição 

a luz ultra violeta (UV), ocorrência de plantas superiores, conteúdo de areia e argila 

de cada ambiente (PACCHIONI et al., 2014). 
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Figura 2. Perfil de agrupamento funcional e taxonômico gerados no MG-RAST de 
ambientes com elevada disponibilidade de biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2) 
e baixa disponibilidade de biomassa vegetal (TSF, SLMF, TCF1, TCF2 e TCF3). (A) 
Agrupamento entre ambientes com disponibilidade de biomassa vegetal baseado no 
perfil de vias metabólicas (SEED nível 3). (B) Agrupamento de ambientes com 
disponibilidade de biomassa vegetal baseado na abundância de espécies 
microbianas. Análises de Componentes Principais (PCA) realizadas no STAMP 
usando opção de múltiplos grupos, teste de ANOVA, método de confiança de intervalo 
teste Games-Howell post hoc e correção Benjamin-Hochberg FDR.  
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As funções ecológicas expressas por um microbioma são específicas do 

ambiente onde se inserem as espécies microbianas e, por isto, mesmo com a perda 

de táxons microbianos devido a ação de pressões seletivas, a redundância de funções 

contidas no genoma de diversas espécies microbianas permanece no ambiente, 

permitindo que mesmo ambientes moderadamente impactados possam apresentar 

resiliência e retornar à condição de estado saudável (de-BASHAN et al., 2012). Por 

serem constituídos de resíduos da agricultura, os ambientes FC40 e RSA 

apresentaram elevada similaridade de funções ecológicas (Figura 2A) e moderada 

similaridade de táxons microbianos (Figura 2B). Isto demonstrou que a comunidade 

microbiana de ambos os ambientes está adaptada as condições de elevada oferta de 

biomassa vegetal e reduzida disponibilidade de nutrientes, os quais são ocasionados 

pelo armazenamento prolongado da FC40 (aproximadamente 40 dias) e à idade 

avançada da compostagem de resíduo de palha de arroz (superior a 30 dias) que 

originou o consórcio microbiano RSA (WANG et al., 2016). 

Quanto ao perfil de agrupamento entre os metagenomas de solos de floresta 

SLMF foi o único que diferiu destes, sendo verificado similaridade com ambientes 

contendo elevada disponibilidade de biomassa vegetal (Figura 2A), demonstrando que 

SLMF contêm em comum com ambientes tropicais e subtropicais apenas espécies 

microbianas (Figura 2B). Localizado em uma reserva florestal no município de 

Luquillo, Porto Rico, SLMF contém dentre os três maiores tipos de vegetação: floresta 

de tabonuco, floresta de colorado e floresta anãs), que devido a diferenças no tipo de 

vegetação e elevação, alteram as características de umidade e nutrição do solo. Por 

estar localizada em uma região inferior ao pico da montanha (sopé da montanha), a 

deposição de MO e demais nutrientes ocorre pelo processo de lixiviação, fenômeno 

que se desenvolve no sentido do pico da montanha para a parte baixa da montanha 

(COX et al., 2002). Esta característica topográfica que permite a elevada deposição 

de MO na floresta localizada no cume da montanha, explica a presença de abundância 

de biomassa vegetal oriunda de folhas e galhos mortos oriundos da vegetação do 

local, que junto da umidade, podem favorecer o desenvolvimento de comunidades 

microbianas presentes em solos de florestas tropicais e subtropicais (Figura 2B), mas 

que conservem funções de micro-organismos encontrados em ambientes com 
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elevada abundância de biomassa vegetal (Figura 2A). Juntas, as Figuras 2A e 2B 

explicam 91,1 % e 75,6 % da variação dos dados, respectivamente. 

Mesmo contendo funções microbianas próximas a RSA, FC40 apresentou 

menor riqueza de espécies em relação aos ambientes com elevada disposição de 

biomassa vegetal (Tabela 9). No entanto, nenhum ambiente de elevada 

disponibilidade de biomassa vegetal teve maior riqueza de espécies microbianas do 

que os ambientes de solos. Naturalmente, solos apresentam maior diversidade 

microbiana e funcional do que qualquer ambiente conhecido, sendo caracterizado 

como um ambiente muito mais complexo em estruturação e disposição de nutrientes 

(COX et al., 2002; VOGEL et al., 2009; de-BASHAN et al., 2012; LEE e LEE, 2013) do 

que a torta de filtro (PRADO et al., 2013) e compostagem (CHRONI et al., 2009 et al., 

2009; MARTINS et al., 2013; WANG et al., 2016). Ao contrário do que foi verificado 

na comparação entre funções, FC40 e RSA se mostraram muito diferentes na 

composição de espécies microbianas (Figura 3), demonstrando que mesmo pequenas 

diferenças de estruturação físico-química entre os ambientes mais similares podem 

culminar na diferença de abundância entre muitos táxons microbianos, contribuindo 

para a existência de táxons aparentemente melhores adaptados a FC40 e menos 

adaptados as condições ambientais da RSA. Segundo o índice de Equitabilidade, que 

expressa a maneira pela qual o número de indivíduos está distribuído entre as 

diferentes espécies de um ambiente, a comunidade microbiana de FC40 é a que 

apresentou abundância de espécies mais uniforme dentre os ambientes analisados, 

indicando que as diferentes espécies de micro-organismos de FC40 possuem 

abundância (número de indivíduos) semelhantes (Tabela 9). 
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Figura 3. Dendrograma mostrando o agrupamento entre ambientes com elevada 
disponibilidade de biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2) e baixa disponibilidade 
de biomassa vegetal (TSF, SLMF, TCF1, TCF2 e TCF3). Os resultados de abundância 
de espécies microbianas foram gerados no MG-RAST e usados para construção do 
heatmap no METAGENassist. Espécies mais abundantes na FC40 estão destacadas 
em azul, as espécies menos abundantes na FC40 estão destacadas em vermelho. 
Heatmap gerado com exclusão de reads não mapeadas e/ou não classificadas, 
método de distância de Pearson, algoritmo de clusterização “Ward” e T-test/ANOVA. 
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Tabela 9. Índices de diversidade e equitabilidade de espécies 
calculados para as nove amostras metagenômicas que são 
comparadas neste estudo. 

Amostra 
Índices de diversidade,  

Riqueza (S) Simpson (D) Shannon (H) Equitabilidade (J) 

FC40 9.381 0,9716 5,315 0,5810 

ZC1 9.381 0,9949 6,261 0,6845 

ZC2 9.381 0,9894 5,735 0,6270 

RSA 9.381 0,9882 5,793 0,6334 

TCF1 9.381 0,9912 6,402 0,6999 

TCF2 9.381 0,9925 6,365 0,6958 

TCF3 9.381 0,9925 6,394 0,6991 

TSF 9.381 0,9955 6,531 0,7141 

SLMF 9.381 0,9925 6,189 0,6766 

 

5.4 Montagem de scaffolds, predição das ORFs e identificação de táxons 

microbianos envolvidos na despolimerização da biomassa vegetal 

 

Embora análises baseadas em sequências não montadas de dados 

metagenômicos possam ser usados para acessar informações sobre abundância de 

espécies, apenas dados resultantes de montagem de scaffolds permitem acessar 

informações mais precisas sobre identificações de genes. Por este motivo, em nossas 

análises, também realizamos a montagem de scaffolds, estratégia esta que melhora 

a qualidade na identificação de sequências de proteínas quando consultamos buscas 

de similaridade em bancos de dados especializados, embora ocorra perca de 

informações relacionadas a abundância devido a realização da etapa de montagem 

(SEGATA et al., 2013). 

Após as etapas de eliminação de sequências indesejáveis, restaram 

25.928.314 reads paired-end (~94 % dos dados iniciais) com tamanho entre 50 e 100 

pb e média de Qphred 35 passíveis de continuarem as análises nas etapas seguintes 

(Tabela 10). Não foram usados os dados singletons, pois estes além de aumentarem 

o tempo de processamento dos dados (reads muito curtas e sem sobreposição) não 

produziram scaffolds com maior qualidade do que quando os consideramos nas 

análises de montagem com IDBA-UD. Segundo a comparação entre as montagens, a 

melhor foi a que utilizou kmer de 124 (Tabela 11), pois além de ela produzir os maiores 

scaffolds (>= 500 pb e >= 1.000 pb), obteve menos contagens de N’s a cada 100 kpb. 
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Tabela 10. Resultados gerados durante as etapas de remoção das sequências de 
adaptadores e de baixa qualidade dos dados de sequenciamento paired-end pelos 
programas Scythe, Cutadapt e Prinseq. Os dados referentes ao número de reads, 
comprimento e quantidade de reads remanescentes após eliminação de sequências 
indesejáveis, foram gerados com o software FastQC. 

Programa Arquivosa No. Reads Comprimento Total recuperado %Retido 

Dados brutos R1 27.791.106 100 b- - 

    R2 27.791.106 100 - - 

Scythec R1 27.791.106 (10,36 %) 1-100 27.791.106 100 

    R2 27.791.106 (10,02 %) 1-100 27.791.106 100 

Cutadaptc R1 27.791.106 (1,29 %) 15-100 27.431.430 98,71 

    R2 27.791.106 (0,84 %) 15-100 27.557.049 99,16 

Prinseqd      

 paired-end R1 27.431.430 (5,48 %) 50-100 25.928.314 94,52 

  R2 27.557.049 (5,91 %) 50-100 25.928.314 94,09 

 Singleton R1 - 50-100 1.151.710 - 

  R2 - 50-100 962,429 - 

aArquivos R1 e R2 são referentes aos arquivos gerados pelo sequenciamento paired-end, ou seja, contém 
sequências complementares (paired-end) e sequências únicas que não apresentam sobreposição <= 100 
pb (singletons). 

bDados não encontrados. 

cTaxa de remoção de adaptadores. 

dTaxa de remoção de sequências menores do que 50 pb e com Qphred < 20. 
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Tabela 11. Avaliação da qualidade da montagem dos scaffolds com IDBA-UD. Os resultados da avaliação foram gerados 
pelo programa MetaQUASTa. 

Métricas 
kmer’s utilizados na reconstrução dos segmentos gênicosb 

level-2_pes_k90 scaffold_pe_k70 level-2_pes_k70* level-2_pes_k70 level-2_pes_k50 scaffold_pe_k124 

Scaffolds >=500pb 3.468 17.764 18.046 18.046 70.525 163.847 

Scaffolds >=1000pb 994 7.707 7.654 7.654 19.372 58.558 

Maior scaffolds 38.019 91.608 86.597 86.597 80.903 296.041 

Comprimento total 3.463.709 38.207.066 38.806.791 38.806.791 91.665.764 224.321.451 

N50c 1.012 4.964 5.159 5.159 1.525 1.618 

GC (%) 66,88 69,01 68,96 68,96 65,38 62,54 

N's 352 2.886 2.766 2.766 11.092 3.031 

N's por 100kpb 10,16 7,55 7,13 7,13 12,10 1,35 
aDados organizados do pior (esquerda) para o melhor montagem (direita). 
blevel-2_pes = dados paired-end + single reads; pe = somente dados paired-end; k50/k70/k124 = tamanho do kmer usado durante a montagem 
com IDBA-UD. 
cRepresenta o comprimento do scaffold tal que o uso de um ou mais scaffolds produzam a metade/igual (50 %) das bases de todo conjunto de 
dados. Normalmente, não existe um valor que produz exatamente 50 % do comprimento dos scaffolds, de modo que a definição técnica é o 
comprimento máximo “x” tal que o uso do comprimento “x” dos scaffolds representem pelo menos 50 % do comprimento total do conjunto de 
dados. 
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A profundidade de cobertura do sequenciamento da FC40 visualizada com 

SAMtools foi de 63,58 % e, uma vez que profundidades de cobertura de 

sequenciamento de dados metagenômicos inferiores a 50 % podem ser consideradas 

como baixas (LAI et al., 2015), a profundidade de cobertura do sequenciamento dos 

scaffolds (kmer = 124) que foram recuperados pode ser considerada como média. 

Além disto, diferente do que ocorre com dados de genoma obtido a partir de cultura 

pura (PENG et al., 2012), elevadas profundidades de cobertura de sequenciamento 

em dados metagenômicos dependem da heterogeneidade de organismos que 

habitam o ambiente analisado. Neste sentido, um ambiente com elevada diversidade 

como o solo tende a apresentar menor profundidade de cobertura de sequenciamento 

do que um ambiente menos diverso (ALBERTSEN et al., 2013), como o que se espera 

para a torta de filtro (Tabela 9). Baseado nestes dados, pode-se esperar que além da 

menor riqueza em espécies microbianas, grande parte dos segmentos de scaffolds 

que representam fragmentos de DNA genômicos da população de micro-organismos 

que habitam a torta de filtro podem apresentar muitas sequências montadas de forma 

correta, o que permitirá recuperar informações com elevado grau de confiança sobre 

taxonomia e função das espécies. 

A identificação de famílias de enzimas com atividade sobre carboidratos no 

dbCAN permitiu identificar, em ordem de abundância, 3.057 genes de 

Glicosiltransferases (GT), 2.020 genes de Carboidrato Esterases (CE), 2.010 genes 

para Módulos de Ligação a Carboidratos (CBM), 215 genes de Polissacarídeo Liases 

(PL), 119 genes de SLH, 98 genes pertencentes a classe das Glicosil Hidrolases (GH), 

9 de dockerin e 4 de cohesin. Tais achados auxiliam a entender como funciona a 

ecologia deste ambiente, pois uma vez que bactérias são os organismos mais 

abundantes na FC40 (Tabela 4), provavelmente estes taxas são os maiores 

responsáveis por liberar os nutrientes que estão contidos na biomassa vegetal 

oriundos do bagaço residual presente na FC40 (Tabela 1). 

GTs são enzimas que atuam na montagem de carboidratos complexos diversos 

nas células vivas, sendo que a degradação destas estruturas é realizada pela ação 

conjunta das GHs, PLs e CEs (LOMBARD et al., 2014). As cinco espécies bacterianas 

portadoras de GHs mais abundantes na FC40 foram Thermobacillus composti 

(Firmicutes, 39 ORFs), Thermomonospora curvata (Actinobacteria, 27 ORFs), Bacillus 
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coagulans (Firmicutes, 18 ORFs), Niastella koreensis (Bacteroidetes, 16 ORFs) e 

Caldibacillus debilis (Firmicutes, 15 ORFs). Destes, apenas T. curvata figura entre os 

25 táxons bacterianos mais abundantes no microbioma da FC40, apresentando 

aproximadamente 15 % de abundância (Tabela 4), enquanto que as outras espécies 

fazem parte de filos microbianos que tiveram abundância menor do que 0,1 % (Tabela 

2). Mesmo se considerássemos as 13 espécies mais abundantes dentro da classes 

de GHs, apenas Conexibacter woesei (Actinobacteria, 12 ORFs) estaria inserida 

dentre as 25 espécies mais abundantes na comunidade bacteriana. O gênero 

Thermobacillus foi proposto por Touzel e colaboradores (2000) e engloba bactérias 

termofílicas, gram-negativas, formadoras de esporos, aeróbicas, não móveis e com 

forma de haste. Thermobacillus composti é capaz de crescer em temperaturas de 50 

ºC e pode metabolizar moléculas de D-celobiose, D-frutose, D-galactose, D-xilose, D-

manose, D-glicose, maltose, sacarose, dextrina, lactose, melibiose, amido e xilana 

(WATANABE et al., 2007). T. curvata produz antimicrobianos e celulases, podendo 

crescer em temperaturas de 65 ºC (CHERTKOV et al., 2011). Bacillus coagulans é 

uma bactéria do ácido lático capaz de produzir ácidos orgânicos a partir de glicose e 

xilose. Bacillus são os principais produtores de proteases e ao degradar proteínas 

auxiliam no aumento do pH do meio. Em ambientes de compostagem, as espécies 

mais abundantes são Actinobacteria e Bacillus, os quais atuam ativamente na 

degradação da lignina, hemicelulose e celulose (PARTANEN et al., 2010). Niastella 

koreensis é uma bactéria aeróbia, formadora de esporos e é grande produtora de 

celulases (BAILEY et al., 2013). Caldibacillus debilis e Clostridium thermocellum, 

podem atuar na degradação da celulose ao mesmo tempo em um ambiente aeróbio, 

pois a presença de C. debilis possibilita a existência de um microambiente anaeróbico 

e permite a fermentação por parte de C. thermocellum, embora o macroambiente 

permaneça aeróbico (WUSHKE et al., 2015). 

Na natureza, a degradação enzimática da CL e HM é realizada através da ação 

coletiva de múltiplas enzimas codificadas por uma variedade de espécies que estão 

amplamente distribuídas pela árvore da vida (CRAGG et al., 2015). Estas enzimas 

atuam como um coquetel enzimático ideal, as quais possuem atividades 

complementares, atividades sinérgicas e modos de ação específicos. As GHs são 

enzimas com funções primárias, agindo na quebra de ligações glicosídicas presente 
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dentro/entre CL e HM, sendo assistidas quanto à função por AAs e PLs, permitindo 

que as GHs atuem sobre a HM (van den BRINK e de VRIES, 2011). A Figura 4 ilustra 

onde atuam as principais GHs e AAs durante a despolimerização da lignocelulose e 

metabolismo dos polissacarídeos e monossacarídeos oriundos desta atividade na 

FC40. Na mesma figura também é mostrada a abundância dos principais filos 

bacterianos identificados em cada família de enzimas com atividade sobre 

carboidratos. 

Em ambientes com elevada oferta de biomassa vegetal, vias de 

despolimerização da lignocelulose são os principais mecanismos de acesso a 

nutrientes e minerais (PARTANEN et al., 2010; CRAGG et al., 2015; WANG et al., 

2016), as quais são importantes para obter principalmente polissacarídeos, 

dissacarídeos, monossacarídeos (pentoses e hexoses), ácidos orgânicos e álcoois 

(MHUANTONG et al., 2015). Na FC40, Actinobacteria teve a maior contagem de 

genes em relação a outros filos bacterianos, sendo este um indício de sua grande 

participação no processo de desconstrução da biomassa vegetal. No entanto, 

algumas etapas da despolimerização na FC40 parecem contar com ação sinérgica de 

outros indivíduos da comunidade bacteriana, como Firmicutes durante a conversão 

de galactana oriunda da hemicelulose para dímeros de polissacarídeos e ação 

conjunta entre Firmicutes e Bacteroidetes durante a conversão de dímeros de 

polissacarídeos para manose (Figura 4). Proteobacteria também aparenta ocupar 

posição de destaque durante a ação sobre a pectina e lignina, tendo menor 

participação na conversão da xilana para xilose, de manana para dímeros de 

polissacarídeos, de dímeros de polissacarídeos para galactose e de celulose para 

glicose (Figura 4). Este perfil de contribuição funcional dos quatro filos bacterianos é 

apoiado pelo perfil de abundância total, onde a análise das sequências sem a 

montagem de scaffolds permitiu verificar que estes eram os filos mais abundantes na 

FC40 (Tabela 3), mostrando que os filos bacterianos mais abundantes em torta de 

filtro armazenada por longos períodos pode estar relacionada com o sucesso da 

comunidade microbiana em obter nutrientes oriundos da desconstrução da biomassa 

vegetal. 
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Figura 4. Reconstrução de vias de despolimerização da lignocelulose hipotéticas identificadas na comunidade bacteriana da 
FC40. Estas vias estão envolvidas na obtenção de polissacarídeos, dissacarídeos, monossacarídeos (pentoses e hexoses), 
ácidos orgânicos e álcoois. Actinobacteria é identificada como o grupo de maior participação no processo de desconstrução da 
biomassa vegetal, no entanto, algumas etapas são desempenhada principalmente por outros membros da comunidade 
microbiana, como Firmicutes durante a conversão de galactana oriunda da hemicelulose para dímeros de polissacarídeos. 
Famílias de enzimas com ação sobre carboidratos em azul representam que elas atuam em mais de uma via da 
despolimerização da lignocelulose, enquanto que a cor vermelha representa as que atuam em apenas uma via. 
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A hemicelulose contém uma grande variedade de carboidratos em sua 

composição e, desta forma, requer uma variedade de enzimas que atuem sobre a 

xilana, manana e galactana (MHUANTONG et al., 2015). Devido a presença de 

ligações β em D-galactose terminal na xilana, xiloglucano e galactoglucomannanas, 

existe a sugestão de que as β-galactosidases possam atuar na desconstrução da 

hemicelulose (SIMS et al., 1997; van den BRINK e de VRIES, 2011). Xilanas é um 

grupo diversificado de polissacarídeos que tem característica de espinha dorsal de 

resíduos de xilose fazendo ligações β(1→4). Esses polissacarídeos podem conter em 

sua estrutura glucuronoxilanas, arabinoxilanas e glucuronoarabinoxilanas 

(SCHELLER e ULVSKOV, 2010), sendo que endo-1,4-β-xylanases são passíveis de 

atuarem na degradação de xilanas (MHUANTONG et al., 2015). β-xylosidases e α-L-

arabinofuranosidases são enzimas que atuam como tipo exo GHs e hidrolisam o 

conteúdo de arabinofuranosil. β-xylosidases hidrolisam pequenos xilooligômeros em 

unidades de xilose, sendo que esta enzima pode reconhecer D-xilopiranose e L-

arabinofuranose, levando a bifuncionalidade das enzimas xilanases e arabinosidases. 

Enzimas α-L-arabinofuranosidases possuem substrato específico, atuando em 

porções únicas ou duplas das moléculas que constituem o arabinofuranosídeo, tais 

como xilanas, xilo-oligômeros e arabinanas (SHALLOM e SHOHAM, 2003). α-L-

arabinofuranosidases possuem potencial para aplicações que envolvam a conversão 

de vários substratos hemicelulósicos em açúcares fermentescíveis, os quais podem 

ser posteriormente convertidos a etanol combustível. Atuando em sinergismo com 

xilanases e xilosidases, α-L-arabinofuranosidases degradam a xilana em seus 

açúcares e outros constituintes, tais como xilose, arabinose, ácido glucurônico, éter 4-

O-metil e ácidos acético, ferúlico e p-cumárico (SAHA, 2000; RAHMAN et al., 2003). 

Na FC40, pode-se supor estes tipos de reações metabólicas, pois dentre as enzimas 

mais representativas que foram identificadas estão β-galactosidases (GH1, GH2 e 

GH42), endo-1,4-β-xylanases (GH10 e GH11), β-xylosidases (GH39 e GH43) e non-

reducing end α-L-arabinofuranosidases (GH43, GH51 e GH62). Outras famílias de 

GHs, PLs e CEs com atividade hemicelulolíticas, não discutidas neste trabalho, são 

identificadas na Figura 4 e Tabela 12. 

A celulose consiste em cadeias lineares de D-glicopiranose que fazem ligações 

β(1→4), as quais estão condensadas por ligações de hidrogênio em estruturas 
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cristalinas, chamadas microfibrilas. Essas microfibrillas são formadas por cadeias de 

até 250 moléculas de glicose que estão ligadas com a hemicelulose. Além desta 

estrutura cristalina, a celulose contém regiões não cristalinas (amorfas) dentro das 

microfibrilas, sendo que as quantidades relativas de celulose cristalina e não cristalina 

variam e são dependentes da espécie do vegetal (de VRIES e VISSER, 2001; VAAJE-

KOLSTAD et al., 2010; CRAGG et al., 2015). A degradação da celulose pode ser 

dividida em três etapas de ação enzimática: 1) endoglucanases catalisam 

aleatoriamente a quebra de ligações internas na cadeia de celulose; 2) 

cellobiohydrolases que agem sobre o terminal de cadeias para disponibilizar celobiose 

no meio; e 3) β-glucosidases que agem sobre os celo-oligossacarídeos e celobiose, 

disponibilizando glicose (WANG et al., 2016). A celobiose é um dissacarídeo 

composto de duas moléculas de glicose, o qual é um composto da hidrólise incompleta 

da celulose. Como a enzima que cliva a celobiose em duas moléculas de glicose é 

uma enzima que se localiza no citoplasma, primeiro os micro-organismos necessitam 

realizar uma modificação transducional na molécula de celobiose a fim de transportá-

la para o seu citoplasma. A seguir, a enzima phospho-β-glucosidase (GH1) pode então 

realizar a clivagem da ligação glicosídica que une as duas moléculas de glicose 

(MICHLMAYR e KNEIFEL, 2014). Na FC40, identificou-se estas três classes de 

enzimas, sendo que as mais relevantes foram β-glucosidases (GH1 e GH3) e endo-

β-1,4-glucanases (GH5, GH10 e GH45) (Tabela 12). 

O sinergismo é um processo muito importante de ser observado entre enzimas 

em uma reação bioquímica, pois assim há uma otimização no tempo de reação e 

formação de reagentes específicos (CRAGG et al., 2015). β-galactosidases e α-

galactosidases, ambas identificadas na FC40 (Tabela 12), atuam em conjunto na 

remoção de resíduos de D-galactose que constituem os polissacarídeos estruturais 

da parede celular vegetal. Enquanto as β-galactosidases disponibilizam os terminais 

dos resíduos de galactose que constituem a galactana e pectina, as α-galactosidases 

atuam na remoção da galactose do esqueleto de manose presente na 

galactoglucomanana. Galactano é um oligossacarídeo formado pela união de 10 

moléculas de monossacarídeos formados por ligações entre galactose e frutose. 

Pectina é formada por um grupo de heteropolissacarídeos e consistem em uma 

espinha dorsal de resíduos de ácido D-galacturônico fazendo ligações α(1→4) entre 
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si, a qual é interrompida por resíduos de L-ramnose que fazem ligações α(1→2). 

Cadeias laterais longas da pectina são constituídas principalmente de resíduos de L-

arabinose e D-galactose, os quais ainda podem estar ligados a resíduos de ramnose 

(de VRIES e VISSER, 2001). 

Considerando as 20 espécies bacterianas mais abundantes da FC40, verificou-

se que as famílias de enzimas com atividade sobre carboidratos mais usadas pela 

comunidade bacteriana são principalmente GTs, CEs e GHs (Figura 5). Algumas 

bactérias e fungos do rúmen usam uma estrutura multi-modular que contém inúmeras 

unidades catalíticas montadas em um grande reunião de proteínas, conhecida como 

celulosoma, o qual “hospeda” várias celulases e, devido à esta característica, ocorre 

aumento da atividade de despolimerização. Por outro lado, muitas espécies 

procarióticas e eucarióticas no ambiente (solo), secretam enzimas livres que se 

difundem e atuam de forma independente. No entanto, algumas enzimas podem 

interpolar entre esses perfis de ação, permitindo que uma única proteína atue em mais 

de um local no substrato, como por exemplo enzimas multimodulares com domínios 

similares as GH5, GH6, CBM5 e CBM10 (EKBORG et al., 2007; CRAGG et al., 2015). 

Celulosomas precisam de várias proteínas que quando montadas podem atuar sobre 

materiais lignocelulósicos, sendo que as proteínas de ligação da maior parte das 

estruturas são as SLH, dockerin e cohesin (DOI, 2008). Por ser muito diferente do que 

ambiente do rúmen, o qual não está imerso em solução, celulosoma não é uma 

estrutura que se forma na FC40, sendo um forte indício para esta suposição a baixa 

abundância de genes de ligação SLH que contou 119 genes, dockerin com 9 genes e 

cohesin com 4 genes (Figura 5). 

As espécies bacterianas mais abundantes na FC40, também foram 

identificadas como as que mais apresentavam contagens para genes relacionados a 

desconstrução da biomassa vegetal. Dentre as espécies bacterianas identificadas 

com maior frequência, como Actinobacteria e Proteobacteria, também foram 

identificados outros filos menos abundantes, tais como Bacteroidetes e Cianobacteria 

(Figura 4). Deste modo, assim como estimado para ocorrer em outros ambientes de 

compostagem, um filo menos abundantes como Bacteroidetes (TAKEBAYASHI et al., 

2007; PARTANEN et al., 2010) pode participar ativamente dos processos de 

desconstrução da biomassa vegetal na FC40, sendo que este perfil de ação 
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metabólica pode ser reforçado com a identificação de muitas contagens para genes 

relacionados a desconstrução de estruturas de monossacarídeos, dissacarídeos, 

celulose, xiloglucana, xilana, pectina e amido para este filo na FC40 (Tabela 12). 
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Figura 5. Abundância das famílias de enzimas com ação sobre carboidratos dentre 
as 20 espécies bacterianas mais abundantes da FC40. As principais classes usadas 
pela comunidade bacteriana são GTs, CEs, GHs, AAs, PL, dockerin (DOC), cohesin 
(COH) e SLH. E1: Thermobacillus composti; E2: Thermomonospora curvata; E3: 
Bacillus coagulans; E4: Niastella koreensis; E5: Caldibacillus debilis; E6: Nocardia 
farcinica; E7: Conexibacter woesei; E8: Sorangium cellulosum; E9: Actinomadura 
madurae; E10: Bacillus thermoamylovorans; E11: Chelatococcus sambhunathii; E12: 
Cellulomonas massiliensis; E13: Hassallia byssoidea; E14: Pseudomonas 
thermotolerans; E15: bacterium JKG1; E16: Caldicoprobacter oshimai; E17: 
Herpetosiphon geysericola; E18: Clostridium sp. BNL1100; E19: Paenibacillus sp. oral 
taxon 786; e E20: Sandaracinus amylolyticus. 
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Tabela 12. Identificação e atribuição taxonômicaa de enzimas relacionadas a atividade sobre estruturas de carboidratos 
presentes na torta de filtro estocada por 40 dias. Todas as identificações de família CAZy e nome das enzimas estão de acordo 
com o especificado no banco de dados do CAZy. As análises foram realizadas com as ORFs obtidas do Metaprodigal. 

Substrate Enzyme activity CAZy fam. AC PT FM BT CY CF VC SP AS DI EU OT 

Monossacarídeos β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 β-glucuronidase GH2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-glucosidase GH4, 13, 31, 63, 97 16 6 23 7 1 4 1 0 0 0 0 2 

 α-galactosidase GH4, 27, 36, 110 10 3 21 3 0 4 1 0 0 0 0 1 

 oligo-α-glucosidase GH13 2 0 7 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

 sucrose phosphorylase GH13 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-L-fucosidase GH29, 95 1 0 12 11 1 3 0 0 0 1 0 2 

 Invertase GH32 1 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-mannosidase GH38 4 0 13 2 0 1 0 0 0 0 0 0 

Dissacarídeos β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 β-glucosidase GH1, 3, 4 14 6 14 0 1 1 0 0 0 0 0 1 

 glucan 1,4-β-glucosidase GH3 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-mannosidase GH2, 5, 26 7 1 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
maltose-6-phosphate 
glucosidase 

GH4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 endo-1,4-β-D-glucanase GH5, 6, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45 23 16 6 7 1 0 0 0 0 0 0 0 

 
mannan endo-β-1,4-
mannosidase 

GH5 5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-glucosidase GH4, 13, 31, 63, 97 16 6 23 7 1 4 1 0 0 0 0 2 

 4-α-glucanotransferase GH13, 77 15 7 2 4 1 1 0 0 0 0 0 2 

 amylo-α-1,6-glucosidase GH13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 1,4-α-glucan branching enzyme GH13, 57 11 9 1 1 0 1 0 0 0 0 0 3 

 Cyclomaltodextrinase GH13 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 malto-oligosyltrehalose synthase GH13 11 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
malto-oligosyltrehalose 
trehalohydrolase 

GH13 11 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

 oligo-α-glucosidase GH13 2 0 7 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

 sucrose phosphorylase GH13 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 trehalose synthase GH13 19 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 1 

 trehalose-6-phosphate hydrolase GH13 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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α-1,4-glucan: phosphate α-
maltosyltransferase 

GH13 13 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

 α-amylase GH13, 57, 95 34 19 9 14 5 3 0 0 0 0 0 5 

 Glucoamylase GH15 11 14 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α,α-trehalase GH15, 37 6 5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-1,3-β-glucanase GH16, 128 17 0 5 2 0 0 0 0 1 0 0 1 

 glucan 1,3-β-glucosidase GH17 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-mannanase GH26 5 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Invertase GH32 1 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-levanase GH32 4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
cycloinulo-oligosaccharide 
fructanotransferase 

GH32 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
β-2,6-fructan 6-
levanbiohydrolase 

GH32 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Dextranase GH49 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-1,3-glucanase GH64 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 kojibiose phosphorylase GH65 8 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 maltose phosphorylase GH65 0 0 5 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

 
trehalose-6-phosphate 
phosphorylase 

GH65 3 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Levansucrase GH68 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 cellobiose phosphorylase GH94 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Celulose β-glucosidase GH1, 3, 4 14 6 14 0 1 1 0 0 0 0 0 1 

 glucan 1,4-β-glucosidase GH3 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-1,4-β-D-glucanase GH5, 6, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45 23 16 6 7 1 0 0 0 0 0 0 0 

 Cellobiohydrolase GH6, 48 14 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

 kojibiose phosphorylase GH65 8 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 cellobiose phosphorylase GH94 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Xiloglucana β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 α-galactosidase GH4, 27, 36, 110 10 3 21 3 0 4 1 0 0 0 0 1 

 
reducing-end-xylose releasing 
exo-oligoxylanase 

GH8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-L-fucosidase GH29, 95 1 0 12 11 1 3 0 0 0 1 0 2 

 α-xylosidase GH31 12 7 5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

 α-L-arabinofuranosidase GH43, 51, 54, 62 25 14 19 9 0 3 1 1 2 0 0 1 

 Xyloglucanase GH74 9 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Xilana β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 α-galactosidase GH4, 27, 36, 110 10 3 21 3 0 4 1 0 0 0 0 1 

 endo-β-1,4-xylanase GH5, 8, 10, 11, 30, 43 33 12 19 10 1 0 0 0 0 0 0 5 

 
reducing-end-xylose releasing 
exo-oligoxylanase 

GH8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-xylosidase GH39, 43, 52, 116 13 21 13 5 0 0 1 0 0 0 0 0 

 α-L-arabinofuranosidase GH43, 51, 54, 62 25 14 19 9 0 3 1 1 2 0 0 1 

 α-glucuronidase GH67 2 4 3 2 0 0 0 0 0 0 0 1 

 Xyloglucanase GH74 9 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 feruloyl esterase CE1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Acetyl xylan esterase CE4, 7 7 2 2 3 0 2 0 0 0 0 0 3 

Galactomanana β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 β-mannosidase GH2, 5, 26 7 1 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-galactosidase GH4, 27, 36, 110 10 3 21 3 0 4 1 0 0 0 0 1 

 
mannan endo-β-1,4-
mannosidase 

GH5 5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-mannanase GH26 5 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 kojibiose phosphorylase GH65 8 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-1,6-mannanase GH76 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 mannan endo-1,2-α-mannanase GH99 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pectina β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 

 exo-polygalacturonosidase GH28 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Polygalacturonase GH28 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-xylosidase GH39, 43, 52, 116 13 21 13 5 0  1 0 0 0 0 0 

 Endoarabinanase GH43 4 1 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Exoarabinanase GH93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 α-L-arabinofuranosidase GH43, 51, 54, 62 25 14 19 9 0 3 1 1 2 0 0 1 

 endo-β-1,4-galactanase GH53 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-L-rhamnosidase GH33, 78, 106 5 0 9 10 0 2 2 0 0 0 0 1 

 
unsaturated glucuronyl 
hydrolase 

GH88, GH105 0 0 4 6 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
unsat. Rhamnogalacturonan 
hydrolase 

GH105 0 0 5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

 pectate lyase PL1, 3, 9, 10 11 6 2 4 0 0 0 0 0 0 0 1 

 pectin methylesterase CE8, 10 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0 0 1 
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rhamnogalacturonan 
acetylesterase 

CE12 0 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

Amido β-glucosidase GH1, 3, 4 14 6 14 0 1 1 0 0 0 0 0 1 

 endo-1,4-β-D-glucanase GH5, 6, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45 23 16 6 7 1 0 0 0 0 0 0 0 

 α-glucosidase GH4, 13, 31, 63, 97 16 6 23 7 1 4 1 0 0 0 0 2 

 
maltose-6-phosphate 
glucosidase 

GH4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 4-α-glucanotransferase GH13, 77 15 7 2 4 1 1 0 0 0 0 0 2 

 amylo-α-1,6-glucosidase GH13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 Pullulanase GH13 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 1,4-α-glucan branching enzyme GH13, 57 11 9 1 1 0 1 0 0 0 0 0 3 

 Cyclomaltodextrinase GH13 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 malto-oligosyltrehalose synthase GH13 11 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
malto-oligosyltrehalose 
trehalohydrolase 

GH13 11 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

 oligo-α-glucosidase GH13 2 0 7 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

 sucrose phosphorylase GH13 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 trehalose synthase GH13 19 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 1 

 trehalose-6-phosphate hydrolase GH13 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
α-1,4-glucan: phosphate α-
maltosyltransferase 

GH13 13 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

 α-1,6-glucosidase GH13 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-amylase GH13, 57, 95 34 19 9 14 5 3 0 0 0 0 0 5 

 Glucoamylase GH15 11 14 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α,α-trehalase GH15, 37 6 5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-1,3-β-glucanase GH16, 128 17 0 5 2 0 0 0 0 1 0 0 1 

 glucan 1,3-β-glucosidase GH17 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Invertase GH32 1 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-levanase GH32 4 0 2  0 0 0 0 0 0 0 0 

 
β-2,6-fructan 6-
levanbiohydrolase 

GH32 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Dextranase GH49 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-1,3-glucanase GH64 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 maltose phosphorylase GH65 0 0 5 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

 Levansucrase GH68 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Outros carboidratos β-galactosidase GH1, 2, 4, 35, 42, 43 75 11 31 6 0 7 3 2 0 0 1 7 
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 β-glucosidase GH1, 3, 4 14 6 14 0 1 1 0 0 0 0 0 1 

 β-glucuronidase GH2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 glucan 1,4-β-glucosidase GH3 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 β-N-acetylhexosaminidase GH3, 23, 84 22 14 6 17 3 0 0 0 0 0 0 0 

 β-mannosidase GH2, 5, 26 7 1 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-galactosidase GH4, 27, 36, 110 10 3 21 3 0 4 1 0 0 0 0 1 

 Endoglycoceramidase GH5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Cellobiohydrolase GH6, 48 14 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

 
reducing-end-xylose releasing 
exo-oligoxylanase 

GH8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 1,4-α-glucan branching enzyme GH13, 57 11 9 1 1 0 1 0 0 0 0 0 3 

 malto-oligosyltrehalose synthase GH13 11 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
malto-oligosyltrehalose 
trehalohydrolase 

GH13 11 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

 trehalose synthase GH13 19 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 1 

 trehalose-6-phosphate hydrolase GH13 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-1,6-glucosidase GH13 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α,α-trehalase GH15, 37 6 5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Licheninase GH16 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Chitinase GH18, 19, 23 19 5 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Lysozyme GH19, 24, 73, 108 1 33 11 2 0 0 0 0 0 0 0 1 

 peptidoglycan lyase GH23 32 56 11 7 8 2 1 0 0 0 0 5 

 β-mannanase GH26 5 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-L-fucosidase GH29, 95 1 0 12 11 1 3 0 0 0 1 0 2 

 Glucosylceramidase GH30 1 4 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

 
cycloinulo-oligosaccharide 
fructanotransferase 

GH32 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Sialidase GH33 1 0 1 5 0 0 0 0 0 0 0 1 

 α-mannosidase GH38 4 0 13 2 0 1 0 0 0 0 0 0 

 Chitosanase GH46 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 endo-β-1,4-galactanase GH53 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Galactocerebrosidase GH59 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 kojibiose phosphorylase GH65 8 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 maltose phosphorylase GH65 0 0 5 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

 Levansucrase GH68 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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mannosyl-glycoprotein endo-β-
N-acetylglucosaminidase 

GH73 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-1,6-mannanase GH76 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Hyaluronidase GH84 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Mycodextranase GH87 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 α-1,2-mannosidase GH92 5 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 

 exo-α-L-1,5-arabinanase GH93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 mannan endo-1,2-α-mannanase GH99 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
peptidoglycan lytic 
transglycosylase 

GH102 0 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  
endo-α-1,4-
polygalactosaminidase 

GH114 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

a AC: Actinobacteria, PT: Proteobacteria, FM: Firmicutes, BT: Bacteroidetes, CY: Cyanobacteria, CF: Chloroflexi, VC: 
Verrucomicrobia, SP: Spirochaetes, AS: Ascomycota, DI: Dictyoglomi, EU: Euryarchaeota, OT (Outros): Armatimonadetes, 
Deinococcus-Thermus, Planctomycetes,  Thermotogae, Fibrobacteres, Ignavibacteriae,  Calditrichaeota,  Fusobacteria,  
Tenericutes,  Acidobacteria, Chlamydiae, Chlorobi, Nitrospirae, Bacteria não classificada. 
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CBMs são desprovidos de ação catalítica e são associados a GHs, PLs, GTs e 

expansinas de parede celular (GEORGELIS et al., 2011). Embora a literatura sobre a 

ação biológica das expansinas seja escassa, sabe-se que tais enzimas aparentam 

estar relacionadas com o reconhecimento de estruturas localizadas na parede celular 

vegetal, podendo atuar como uma âncora que penetra o interior da parede celular 

vegetal e causa aderência, auxiliando na colonização celular ou causa de doenças em 

tecidos de vegetais (KERFF et al., 2008; MARTINEZ-ANAYA, 2016). As expansinas 

bacterianas parecem enfraquecer as interações moleculares dos constituintes da 

membrana vegetal e, in vitro, essas enzimas fazem ligação com a celulose 

(GEORGELIS et al., 2015). Identificou-se na FC40 CBMs com três tipos de 

especificidade de substrato: 1) celulose sendo relacionados os CBM2, CBM4, CBM6, 

CBM37 e CBM59; 2) xilana, sendo relacionados os CBM2, CBM4, CBM6, CBM37, 

CBM54 e CBM59; e 3) outros polímeros de membrana (beta-glucanas, pectinas, 

mananas, etc), sendo relacionados os CBM4, CBM6, CBM35 e CBM59 (dados não 

mostrados). 

Recentemente, verificou-se a necessidade de criar uma classe de famílias 

CAZyme que agrupasse enzimas que atuam sobre a lignina, celulose cristalina e 

quitina. Isto foi necessário, pois além de ocorrer a presença de lignina interagindo com 

polissacarídeos da parede celular de vegetais, fragmentos de lignina são suscetíveis 

à ação de monooxigenases líticas de polissacarídeo (LPMOs). Desta forma, nasceu a 

nova família de enzimas com atividade sobre carboidratos chamada Atividades 

Auxiliares (AA). A família de AAs acomoda ampla gama de mecanismos enzimáticos 

e substratos que são relacionados à conversão da lignocelulose em moléculas menos 

complexas (LEVASSEUR et al., 2013; LOMBARD et al., 2014). Atualmente no banco 

de dados CAZy (http://www.cazy.org/), existem 13 famílias de AAs e um grupo não 

classificado. Nossas análises apontaram que existem 430 genes na FC40 que são 

relacionados as classes de AAs, os quais foram distribuídos entre as famílias AA1-7 

e AA9-10. Destas, 224 ORFs eram pertencentes a Actinobacteria, 98 a Proteobacteria 

e 37 a Firmicutes (Figura 4). A maior contagem de ORFs para Actinobacteria e 

Proteobacteria provavelmente se deve ao fato de que muitas espécies bacterianas 

capazes de oxidar a lignina são relacionados a estes filos, sendo que as classes α-

Proteobacteria e γ-Proteobacteria são as que mais detém esta característica no filo 

http://www.cazy.org/
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Proteobacteria (BUGG et al., 2011). Até recentemente, as enzimas de procariotos 

responsáveis pela degradação da lignina eram pouco compreendidas, mas 

atualmente sabe-se que a maior parte delas possuem a ação de peroxidases (AHMAD 

et al., 2011; BROWN et al., 2012; RAHMANPOUR e BUGG, 2015; GRAGG et al., 

2015). 

Por ser uma classe recentemente criada, a descoberta e relato de novas AAs 

ambientais representa acréscimo de conhecimento sobre esta família de enzimas 

ainda não bem compreendidas. Membros das famílias CBM33 e GH61, foram 

recentemente reclassificados como LPMOs, sendo que os membros de CBM33 

atualmente são classificados dentro da classe AA10. Identificou-se 27 ORFs de AA10 

filiadas ao filo Actinobacteria e apenas uma foi atribuída a Proteobacteria (dados não 

mostrados). Estas proteínas que possuem ação oxidativa são dependentes de cobre, 

onde algumas dessas enzimas atuam sobre a quitina e outras sobre a celulose 

(LEVASSEUR et al., 2013). Na análise filogenética entre as 27 ORFs da classe AA10 

e sequências de proteínas recuperadas do banco de dados CAZy, indica a existência 

de dois grupos funcionais de AA10 que atuam na FC40 (Figura 6), os quais contribuem 

ativamente para degradação da estrutura de quitina (destacado em azul) e 

celulose/quitina (destacado em vermelho). Grupos de LPOMs que atuam sobre a 

quitina, podem representar enzimas microbianas que contribuem para decomposição 

de estruturas microbianas mortas, mais precisamente estruturas derivadas da parede 

celular de fungos e exoesqueleto de artrópodes. Estas estruturas representam fonte 

direta de acesso a nitrogênio (PAVLOVIČ et al., 2016), nutriente escasso em fibras 

vegetais (MCDONALD et al., 2012) e em processos de compostagens que passaram 

da fase termofílica (SÁNCHEZ-MONEDERO et al., 2001; STEGER et al., 2005). 
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Figura 6. Árvore filogenética não enraizada de Máxima Verossimilhança construída 
com IQ-TREE, usando modelo evolutivo WGA+G+I com quatro categorias. O grupo 
representado em azul na árvore filogenética é referente as LPOMs que atuam sobre 
a quitina e, o grupo identificado em vermelho, representam as LPOMs que atuam 
sobre a celulose e quitina. Sinal de + representam LPOMs disponíveis no banco de 
dados CAZy que não possuem discriminação quanto a preferência de quitina ou 
celulose. Sinal de * representam ORFs da FC40 que representam novas AA10. Bola 
cheia (●) presente nos nós que conectam os ramos na árvore filogenética, 
representam suporte para os ramos com bootstrap entre 80-100 %. Bola vazia (○) 
representa suporte para os ramos com bootstrap entre 50-79 %. 

 

Archaea pode ser encontrada em uma infinidade de ambientes, como em 

compostagens (MARTINS et al., 2013) e tripas de térmitas (BOUCIAS et al., 2013) No 

entanto, em relação a bactérias, os mecanismos de desconstrução da lignocelulose 

usados por Archaea são muito menos explorados (CRAGG et al., 2015). A enzima 

1,4-benzoquinone reductase (EC. 1.6.5.6) está classificada dentro da família AA6, 

sendo membro único desta família de enzimas com atividade sobre carboidratos. Nas 

espécies de arqueas, esta enzima possui ação intracelular e está envolvida na 

biodegradação de compostos aromáticos, tais como aqueles encontrados na lignina 
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e, em fungos, está ligada à proteção celular contra compostos reativos de quinona 

(LOMBARD et al., 2014). Archaea apresentou 0,14 % de abundância nas análises 

(Tabela 2), sendo que foi identificado uma ORF para a enzima 1,4-benzoquinone 

reductase pertencente ao filo Euryarchaeota, indicando que este filo pode estar 

participando da decomposição da lignina (dados não mostrados). 

De fato os papéis ecológicos do microbioma verificados na FC40 aparentam 

ser bem versáteis, onde os primeiros mecanismos atuam sobre a lignina, seguindo 

para a ação na despolimerização de hemicelulose e celulose. Neste sentido, as 

enzimas das classes de AAs podem atuar em conjunto com outros mecanismo de 

fungos e demais micro-organismos na desestabilização primária à lignina (MARTINS 

et al., 2013; STEGER et al., 2005; LOMBARD et al., 2014; CRAGG et al., 2015). 

Devido a especificidade de tais reações, as enzimas que atuam sobre a 

despolimerização da lignocelulose são de grande interesse para pesquisas 

envolvendo a produção de biocombustíveis, pois elas podem auxiliar no rompimento 

de barreiras tecnológicas que inviabilizam a obtenção e fermentação de estruturas 

menos complexas, tais como hexoses e pentoses (de VRIES e VISSER, 2001; DOI, 

2008; LI et al., 2009; WANG et al., 2016). 

 

5.5 Visão geral sobre as principais vias de degradação da lignocelulose e 

ciclos biogeoquímicos o nitrogênio e metano na FC40 

 

Segundo as avaliações realizadas, a comunidade microbiana da FC40 possui 

grande potencial em atuar na despolimerização da lignocelulose (Figuras 4). Baseado 

nestas observações, buscou-se identificar vias bioquímicas que fossem ativas após a 

disponibilização de estruturas menores e que são constituintes da biomassa vegetal. 

Com a identificação de tais vias, fica mais evidente que de fato a comunidade 

microbiana da FC40 apresenta genes de enzimas que despolimerizam a 

lignocelulose. Baseado nestas observações, realizou-se a identificação da 

abundância total de vias bioquímicas (MG-RAST, SEED nível 3) presentes em três 

ambientes com elevada disponibilidade de biomassa vegetal (ZC1, ZC2 e RSA) e da 

FC40, seguindo para análises comparativas destes resultados. 
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Pectina, um polissacarídeo constituído principalmente de polímeros de ácido 

galacturônico, ramnose, arabinose e galactose, está presente na lamela média na 

parede celular de células vegetais (CONVERTI et al., 1999; de VRIES e VISSER, 

2001; CRAGG et al., 2015). Quando a pectina é fermentada por micro-organismos em 

pH ácido, ocorre maior produção de ácido acético e menores quantidades de metanol, 

acetona, butanol e ácido butírico (HOLT et al., 1988; SIROTEK et al., 2004). No 

entanto, em pH 7, verifica-se elevadas concentrações de ácidos acético e butírico 

(HOLT et al., 1988). A hemicelulose, um polímero complexo que forma ligações de 

hidrogênio com a celulose e ligações covalente com a lignina (principalmente com éter 

benzílico) é um precursor da síntese de ácidos lático e succínico. Além disto, a 

hemicelulose também faz ligações éster com grupos acetil (presentes nas cadeias 

laterais da hemicelulose) e ácidos hidroxicinâmicos, sendo que grupos acetil são 

precursores da síntese de ácido acético (CONVERTI et al., 1999). A hemicelulose 

possuí como principal composto de ramificação a arabinoxilana, estrutura que é 

constituída por xilose, arabinose, glicose, ácidos urônicos, galactose, arabinofuranosil 

e carboxilato de ácido urônico (MELLINGER-SILVA et al., 2011; BIAN et al., 2012). 

Butanol pode ser obtido a partir da fermentação de hemicelulose devido a ação de 

enzimas xilanases (XIN et al., 2017). Indícios de que tais vias metabólicas são ativas 

na FC40 podem ser identificadas na Figura 7. 

A partir da desconstrução da pectina, hemicelulose e celulose, fica evidente 

que estruturas menos complexas são disponibilizadas no ambiente. Uma das vias que 

pode ser ativa neste momento é o subsistema do ciclo serine-glyoxylate, o qual é 

considerado uma via alternativa para conversão de acetil-CoA em compostos 

anapleuróticos e gluconeogênicos. Por este motivo, esta via é considerada uma 

alternativa para assimilação de compostos di carbono (C2) e acetilação de acetato em 

bactérias. No metabolismo de moléculas mono carbono (C1), o succinato é convertido 

a malil-CoA, que após ser clivado, forma acetil-CoA e glioxilato. O glioxilato é então 

usado como suporte no ciclo da serina para assimilação de C1, processo este 

fundamental no metabolismo de micro-organismos metilotróficos (ENSIGN, 2006). 

Micro-organismos metilotróficos são representados por bactérias, leveduras, fungos e 

arqueas, os quais são capazes de assimilar metano/metanol como única fonte de 

carbono e energia, sendo micro-organismos importantes na reciclagem de carbono 
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como o metano e dióxido de carbono. Tal atividade microbiana pode resultar na 

diminuição significativa dos impactos ambientais nas emissões de gases do efeito 

estufa na atmosfera. Entretanto, tais micro-organismos também podem crescer em 

meio contendo compostos multicarbono, como os metanotróficos facultativos, os quais 

podem assimilar ácidos orgânicos (acetato) e etanol (IGUCHI et al., 2015). Desta 

forma, no metagenoma FC40, tais vias aparentam ser muito ativas, significando que 

os micro-organismo deste ambiente são capazes de realizar tais metabolismos (Figura 

8). 

As hexoses e pentoses oriundas da despolimerização da biomassa vegetal são 

importantes para produção de energia nos seres vivos (CRAGG et al., 2015). Na 

Figura 7, são mostrados os oligossacarídeos e monossacarídeos que podem ser os 

mais disponíveis na FC40. Estruturas menos complexas como triose e celobiose 

podem ser convertidas em glicose dentro do citoplasma microbiano através da reação 

catalisada pela enzima phospho-β-glucosidase (GH1) (MICHLMAYR e KNEIFEL, 

2014), podendo seguir para vias metabólicas produtoras de energia tais como glicólise 

e gliconeogênese, Entner Doudoroff, entre outras (Figura 9). Além de ser relacionada 

ao catabolismo de glicose para piruvato, a via Entner-Doudoroff também é associada 

a degradação da pectina. O produto metabólico mais significativo desta reação é o 

acetato, sendo observado a diminuição de formato, lactato, fumarato e succinato 

(DUSKOVÁ e MAROUNEK, 2001; SIROTEK et al., 2004). Apenas a via YgfZ está 

relacionada ao metabolismo de formato na FC40. YgfZ é uma proteína dependente 

de folato que está relacionada ao metabolismo de moléculas de mono carbono (C1) 

em processos celulares importantes, tais como biossíntese de nucleotídeos, vitaminas 

e aminoácidos. As unidades C1 derivadas do catabolismo de três moléculas doadoras, 

como serina, glicina e formato, são ativadas por ligação ao tetrahidrofolato (THF) 

(TEPLYAKOV et al., 2004). 

Além de açúcares oriundos da desconstrução da biomassa vegetal, a 

comunidade microbiana também necessita ter acesso a fontes de N e P, nutrientes 

dos quais a torta de filtro é muito rica (PRADO et al., 2013). No entanto, devido a ação 

dos micro-organismos, a torta de filtro armazenada por longos períodos pode 

apresentar queda na disponibilidade destes nutrientes (SÁNCHEZ-MONEDERO et 

al., 2001; MCDONALD et al., 2012; LIN et al., 2014), fazendo com que os micro-
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organismos sintetizem enzimas capazes de decompor estruturas microbianas mortas 

para acessar fontes destes e de outros nutrientes (PAVLOVIČ et al., 2016). 

Foram identificadas um total de 15 vias metabólicas relacionadas ao 

metabolismo de nitrogênio. Destas, somente subunidades de urease, decomposição 

de ureia e assimilação de amônia são mais abundantes em FC40 (Figura 10). Como 

as vias metabólicas para amonificação de nitrito e nitrato e assimilação de amônia são 

relacionadas, pode-se assumir que existe pouca disponibilidade de amônia para 

volatilizar na FC40, devido a esta ser utilizada na síntese proteica ou produção de 

energia pelos micro-organismos anaeróbios. A respiração anaeróbia é um dos 

principais meios utilizados pelas bactérias para participarem diretamente dos ciclos 

biogeoquímicos, gerando uma força motora de prótons, onde estes prótons podem 

ser assimilados como elétrons por ampla variedade de moléculas aceptoras, incluindo 

compostos inorgânicos como o nitrato e nitrito (CRUZ-GARCÍA et al., 2007). Na 

amonificação respiratória o nitrato é reduzido a nitrito, o qual é convertido a amônia 

(SIMON, 2002). Embora a via de assimilação de amônia seja mais abundante na 

FC40, amonificação de nitrato e nitrito é a via mais abundante somente nos outros 

três ambientes (Figura 10). No entanto, juntas essas vias mostram que na FC40 existe 

o ciclo de N, possibilitando a comunidade microbiana acessar fontes de N que podem 

ser usadas em seus metabolismos. 

Embora não sejam os únicos indivíduos capazes de produzir metano, as 

arqueias metanogênicas são um dos principais grupos que atuam no ciclo global do 

carbono através da metanogênese (YOON et al., 213). Neste tipo de metabolismo, 

alguns dos produtos finais produzidos por estes micro-organismos são as moléculas 

de H2, CO2 e acetato, as quais podem ser usadas na produção de metano (CH4) 

(ROTHER e METCALF, 2004; LESSNER et al., 2006; GUNSALUS et al., 2016). Além 

destas vias metabólicas, a Figura 11 mostras todas as vias metabólicas relacionadas 

a produção de metano identificadas na FC40. 

M. mazei é uma arqueia metanogênica usada como organismo padrão no 

entendimento do ciclo do metano, pois pode crescer hidrogenotroficamente, 

metilotróficamente e aceticlásticamente (WELTE e DEPPENMEIER, 2011). Sua 

cadeia respiratória compreende três sistemas oxidoredutase de conservação de 

energia que levam à formação de um gradiente eletroquímico de prótons e síntese de 
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ATP pela ação da A1Ao ATP sintase (DEPPENMEIER e MÜLLER, 2008). Estes 

sistemas de transdução de energia são: 1) F420H2: heterodisulfureto oxidoreductase 

(onde F420H2 é a forma reduzida de F420); 2) H2: heterodisulfureto oxidoreductase e 

ferredoxina e; 3) Fd: heterodisulfureto oxidoredutase. O Fd é reduzido durante a 

metanogênese metilotrópica e aceticlática e é oxidado por Ech hidrogenase como 

parte do sistema Fd: heterodisulfureto oxidoredutase. F420H2 é formado por F420 

hidrogenase (Frh) no decurso da oxidação do grupo metilo na via metilotrófica, ou no 

citoplasma de micro-organismos metanogênicos que crescem hidrogenotróficamente. 

Frh oxida o H2 com a concomitante redução de F420, disponibilizando F420H2 que pode 

ser então reduzido por CO2 (WELTE e DEPPENMEIER, 2011). No entanto, embora 

contribuam em menor escala do que em relação aos outros três ambientes de elevada 

disponibilização de biomassa vegetal, existem outras vias metabólicas para geração 

de elétrons, que na comunidade da FC40 aparenta ser realizado pelas arqueas das 

ordens Methanococcales, Methanobacteriales e Methanopyrales (Figura 11). 
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Figura 7. Vias metabólicas relacionadas a degradação de pectina e hemicelulose identificadas no banco de dados SEED nível 
3 (q-value < 0,001, plataforma MG-RAST) apenas para os ambientes de elevada biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2). 
A) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e RSA; B) Abundâncias de vias metabólicas identificadas em FC40 
e ZC1; C) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e ZC2. Gráfico de barras de erros estendidas construído no 
STAMP usando opção de comparação entre duas amostras, teste estatístico G-test (w/Yates’) com Fisher’s, Two-sided com 
método CI (intervalo de 95%) e múltipla correção Benjamin-Hochberg FDR. 
 

 
Figura 8. Vias metabólicas relacionadas ao ciclo serine-glyoxylate e susbsistemas acessórios identificadas no banco de dados 
SEED nível 3 (q-value < 0,001, plataforma MG-RAST) apenas para os ambientes de elevada biomassa vegetal (FC40, RSA, 
ZC1 e ZC2). A) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e RSA; B) Abundâncias de vias metabólicas 
identificadas em FC40 e ZC1; C) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e ZC2. Gráfico de barras de erros 
estendidas construído no STAMP usando opção de comparação entre duas amostras, teste estatístico G-test (w/Yates’) com 
Fisher’s, Two-sided com método CI (intervalo de 95%) e múltipla correção Benjamin-Hochberg FDR. 
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Figura 9. Vias metabólicas relacionadas ao metabolismo de polissacarídeos, dissacarídeos e monossacarídeos identificadas 
no banco de dados SEED nível 3 (q-value < 0,001, plataforma MG-RAST) apenas para os ambientes de elevada biomassa 
vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2). A) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e RSA; B) Abundâncias de vias 
metabólicas identificadas em FC40 e ZC1; C) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e ZC2. Gráfico de barras 
de erros estendidas construído no STAMP usando opção de comparação entre duas amostras, teste estatístico G-test 
(w/Yates’) com Fisher’s, Two-sided com método CI (intervalo de 95%) e múltipla correção Benjamin-Hochberg FDR. 
 
 
 



65 
 

 
Figura 10. Vias metabólicas relacionadas ao metabolismo de nitrogênio identificadas no banco de dados SEED nível 3 (q-value 
< 0,001, plataforma MG-RAST) apenas para os ambientes de elevada biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2). A) 
Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e RSA; B) Abundâncias de vias metabólicas identificadas em FC40 e 
ZC1; C) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e ZC2. Gráfico de barras de erros estendidas construído no 
STAMP usando opção de comparação entre duas amostras, teste estatístico G-test (w/Yates’) com Fisher’s, Two-sided com 
método CI (intervalo de 95%) e múltipla correção Benjamin-Hochberg FDR. 
 

 
Figura 11. Vias metabólicas relacionadas ao metabolismo de metano identificadas no banco de dados SEED nível 3 (q-value 
< 0,001, plataforma MG-RAST) apenas para os ambientes de elevada biomassa vegetal (FC40, RSA, ZC1 e ZC2). A) 
Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e RSA; B) Abundâncias de vias metabólicas identificadas em FC40 e 
ZC1; C) Abundância de vias metabólicas identificadas em FC40 e ZC2. Gráfico de barras de erros estendidas construído no 
STAMP usando opção de comparação entre duas amostras, teste estatístico G-test (w/Yates’) com Fisher’s, Two-sided com 
método CI (intervalo de 95%) e múltipla correção Benjamin-Hochberg FDR. Vias metabólicas marcadas em vermelho 
representam resultados com valor de q-value > que 0,001, mas que são importantes de mostrar quanto a presença no ambiente 
FC40. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

As análises realizadas mostraram que a torta de filtro estocada por longos 

períodos é um ambiente propício ao desenvolvimento de uma comunidade microbiana 

bem adaptada à despolimerização de estruturas como pectina, amido, xilana, 

galactomanana, oligômeros da desconstrução de outros componentes da 

hemicelulose e celulose. Dentre as classes de enzimas com atividade sobre 

carboidratos mais importantes a produção de bioetanol, foram identificadas GHs, CEs, 

PLs e AAs. Desta forma, a comunidade microbiana demonstrou ser capaz de sintetizar 

enzimas que podem desestabilizar a lignina, permitindo então que outras enzimas 

microbiana atuem sobre a desestruturação da hemicelulose e celulose. Embora FC40 

seja habitat de organismos relacionados aos domínios Eukaryota, Viruses e Archaea, 

os filos microbianos mais abundantes neste ambiente são Actinobacteria, 

Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Os filos bacterianos e arqueas 

relacionados a desconstrução da biomassa vegetal, além de participarem dos ciclos 

biogeoquímicos do nitrogênio e metano. FC40 apresentou 0,62 % de abundância total 

de eucariotos, sendo que dentre estes indivíduos foram identificados os fungos 

patogênicos Neosartorya fumigata e Paracoccidioides brasiliensis. No entanto, tais 

espécies são identificadas em várias amostras ambientais onde podem viver como 

organismos saprofíticos ou interagindo com mamíferos. Por este motivo, pode-se 

sugerir que tal ambiente não apresenta perigo a saúde humana. No entanto, a 

abordagem usada neste estudo não pode assegurar a segurança biológica de um 

ambiente, sendo apenas um meio de acessar táxons e vias metabólicas hipotéticas 

de uma comunidade microbiana. Por este motivo, recomenda-se que ambientes de 

torta de filtro estocada por longos períodos sejam monitorados ostensivamente por 

meio de outras análises de monitoramento ambiental de micro-organismos, visando 

melhorar o entendimento de como se comportam estes fungos patogênicos neste tipo 

de ambiente.  
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