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|ntrodu9"ao Como consequéncia dessa alta produgao de cana,
o Brasil tambéem & o responsavel pela geracao de
A crescente necessidade de ampliar de modo um grande volume de residuo agroindustrial, pois
sustentavel o uso de fontes renovaveis de energia apenas um tergco da biomassa contida na planta &
para proporcionar maior seguranga ao suprimento aproveitado para a producao de agucar e etanol.
energeético e reduzir os impactos ambientais Sao 280 Kg de bagaco de cana-de-agucar (BCA)
associados aos combustiveis fosseis, encontrou no gerados para cada tonelada de cana-de-acucar
bioetanol uma alternativa viavel economicamente processada (CERQUEIRA et al., 2007).
e com significativo potencial de expansao. Com
isso, a producao de etanol de cana foi estimulada De acordo com Knauf e Moniruzzaman (2004),
e hoje a cana-de-aglicar € a commodity mais materias-primas de origem lignocelulosica contem
produzida no mundo, sao 1.884.246.253 t, sendo o de 20% a 60% de celulose, podendo ser totalmente
Brasil o maior produtor mundial com 736.108.487 convertida a glicose por acao enzimatica apos etapa
toneladas (FAO, 2014). de pre-tratamento que desorganiza o complexo
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lignocelulosico. A glicose, por sua vez, caracteriza-
se por ser um monossacarideo utilizado pela
maioria dos micro-organismos, fazendo dessa
molecula um importante bloco de construgao para
a obtencao de uma imensa gama de substancias
de interesse comercial, abrangendo desde
combustiveis até polimeros.

O BCA e um material altamente energeético. Ele se
caracteriza por ser um material lignocelulosico,
apresentando em sua estrutura celulose (40%-
45%), hemicelulose (30%-35%) e lignina (20%-30%)
interligadas (CARDONA et al., 2010), onde o tipo

e a extensao dessas associacoes determinam as
propriedades estruturais caracteristicas desse
material vegetal.

Hoje, grande parte do BCA produzido é utilizada
para a geracao de energia para as usinas por meio
da queima do material. Porem, uma quantidade
consideravel do BCA & ainda desperdicada nas
agroindustrias. Diante dessa problematica, buscam-
se alternativas para o seu reaproveitamento

de forma sustentavel, seja pela utilizacao da
celulose para a produgao de alcool pelo processo
de hidrolise enzimatica ou acida, a produgao de
compostos como o xilitol a partir da hemicelulose
(CARVALHO et al., 2005), de derivados celulosicos
como o acetato de celulose (CERQUEIRA et al.,
2010), ou ainda, o uso do bagaco na alimentagao
animal, como avaliado por nosso grupo (GOMES et
al., 2013; 2015).

Em decorréncia de a energia do BCA nao estar
facilmente disponivel, sao necessarios tratamentos
biologicos, quimicos e/ou fisicos que promovam

a desconstrugao da fibra. Entre os tratamentos
biologicos, esta o uso de enzimas lignoceluloliticas,
e uma das fontes em potencial para o isolamento
dessas enzimas sao 0os micro-organismos que
vivem em simbiose no sistema digestorio dos
ruminantes. Wood et al. (1986) isolaram um fungo
anaerobio, Neocallimastix frontalis, do rumen de
ovinos que produziu celulase extracelular muito
mais ativa do que a do mutante de Trichoderma
reesei C-30, responsavel por uma das celulases
mais ativas disponiveis comercialmente.

Identificar e utilizar enzimas mais especificas para
degradar a fibra do bagaco de cana permitira

aumentar a eficiencia da degradacao, levando ao
sucesso da hidrolise da fibra, reduzindo os custos

de producgao do etanol celulosico na industria,
assim como proporcionando o uso eficiente do
bagaco na alimentacao animal, ao aumentar a
disponibilidade dos nutrientes desse residuo.

Da mesma forma que os bancos de DNA
(SANTOS et al., 2002), e de micro-organismos
(ALMEIDA; BATISTA FILHO, 2001), um banco

de extratos de enzimas fibroliticas de contetido
ruminal caracteriza-se como acervo que garante a
conservagao para estudo do patrimonio genético
nacional, alem do potencial para identificar e
conservar enzimas capazes de hidrolisar o BCA.
Essa conservacao ex situ visa manter, durante
longos periodos, a qualidade e a estabilidade
das amostras de extratos proteicos de enzimas
lignoceluloliticas de micro-organismos ruminais.

A criacao do banco de extratos composto por
enzimas fibroliticas isoladas de conteudo ruminal
de bovinos, caprinos e ovinos, foi iniciativa da
Embrapa Caprinos e Ovinos e da Embrapa Gado

de Leite, atraves de projetos de pesquisa em
parceria, e tem como objetivo salvaguardar extratos
enzimaticos de nossa biodiversidade para utilizacao
biotecnologica, visando caracterizar, avaliar e
identificar possiveis aplicabilidades cientificas e/ou
industriais das enzimas contidas nesses extratos.

Caracterizacao do Banco de Extratos

As amostras que compoem o banco de extrato de
enzimas fibroliticas isoladas de conteudo ruminal
estao armazenadas em caixas identificadas. As
caixas estao depositadas no Ultrafreezer CL880-
86V, na Embrapa Caprinos e Ovinos, mantidas a
-80 °C, no estado seco (liofilizado), acondicionadas
em tubos de 2 mL (ate 1 g/tubo) e identificadas
por numeracao sequencial e ano de deposito (00/
ano). A numeragao sequencial refere-se a ficha
catalografica da amostra conforme especificacoes
da figura 1, que contem as informacoes referentes
a identificagao da amostra, ou seja, especie de
origem da amostra, local e data da coleta, pessoa
responsavel pela coleta, assim como informacoes
tecnico-cientificas relativas a metodologia de
obtencao do extrato e a sua caracterizacao. Para
facilitar a identificacao da espéecie da amostra, a
tampa dos tubos recebeu adesivo na cor amarela
para a espécie bovina, verde para a ovina e rosa
para a caprina.
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IDENTIFICACAO

Espécie de origem

Local de coleta:
Data da coleta:
Responsavel pela coleta:

Tipo de material depositado:
() cultura de isolado
() cultura mista

Numero de tubos:

Local de depésito dos tubos:

Caracterizacao:

En%a

Caprinos e Ovinos

LABORATORIO DE BIOQUIMICA

( ) bovina (ID **amarela) Raca:
( ) caprina (ID rosa) Raga:
( ) ovina (ID verde) Raca:

Cidade-UF

dia/més/ano

Nome

BANCO DE EXTRATOS DE ENZIMAS FIBROLITICAS ISOLADAS DE CONTEUDO RUMINAL

No. registro XX/YY*

e-mail:

Instituicao:

Identificacdo micro-organismo:

Quantidade de material depositado:

Conteudo: (g/tubo)

No. freezer:

No. prateleira:
No. caixa:
Posicao na caixa:

Concentracio proteina:

() Atividade de celulase (DGA***)

() Atividade de xilanase (DGA)
() Atividade em papel de filtro

* XX- numeracao sequencial; YY- dois ultimos digitos do ano.
**ID identificagdo da tampa dos tubos.

**% DGA — difusdo em gel de agar.

**%*FPU — Unidade de atividade em papel de filtro.

(UD
(UD
(FPU* ***)

Figura 1. Ficha catalografica de amostras depositadas no banco de extratos de enzimas

Caracterizacao preliminar dos

extratos armazenados

Os extratos de bovino armazenados foram
submetidos a caracterizacao quanto a quantidade de
proteina soluvel de 0,05 g/mL em tampao citrato de

sodio 0,1 M, pH 5, utilizando o método de Bradford

(1976), quanto a atividade de endocelulases pelo
ensaio de difusao em gel de agar (SALLES et al.,

2010), utilizando o substrato carboximetilcelulose
(CMC), assim como quanto a atividade de celulase
total determinada pelo ensaio com o substrato
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papel de filtro pelo metodo do DNS (Miller, 1959).
Na tabela 01, e apresentado o perfil bioquimico dos
extratos obtidos de micro-organismos isolados do
rumen de bovinos cultivados in vitro.

Tabela 1. Perfil bioquimico de amostras de extratos
enzimaticos de micro-organismos isolados do
rUmen de bovinos e cultivados in vitro na presenca
de carboximetilcelulose (CMC).

CNPGL 108 0,105 0,011 0,106 rER
CNPGL 143 0,227 0,035 0,154 14,07
CNPGL A4 0,135 0,026 0,194 15,00
CNPGL 1D4 0,143 0,040 0,281 20,00
CNPGL 1C1 0,049 0,045 0,913 19,06
CNPGL 2C1 0,053 0,022 0,424 18,18
CNPGL 4C1 0,059 0,050 0,844 18,21
CNPGL R3 0,083 0,007 0,083 13,53
CNPGL 52 0,040 0,097 2,428 19,57
CNPGL 72 0,036 0,039 1,075 14,12
CNPGL 85 0,047 0,021 0,441 10,93
CNPGL 89 0,045 0,014 0,319 10,92
Celulase

Aspergillus

niger 0,253 0,147 0,580 22,37

(Sigma, ref
22178)

*FPU (U/mL) - Unidade de atividade em papel de filtro, ou seja,
quantidade de enzima que hidrolisa o papel de filtro para gerar 1
pmol de glicose por minuto.

*%* 10 ug de proteina por pogo de 50 pL.

*** Nao mensurado.

Na figura 2, e apresentada a atividade especifica
em papel de filtro (U/mg de proteina) desses
extratos de micro-organimos organizada em ordem
decrescente de valor, onde se observa um destaque
para o extrato CNPGL 52.

2,56

1,6 4

U/mg de proteina

0,5

0 -
52 72 1C1 4C1 85 2C1 89 1D4 A4 143 R3

Extratos enzimaticos de microrganismos

Figura 2. Atividade especifica em papel de filtro (U/mg de
proteina) de extratos enzimaticos (0,05 g/mL) de micro-
organismos lignoceluloliticos do rUumen de bovinos organizada
por ordem decrescente de valor. Controle: celulase de
Aspergillus niger (0,01 g/mL: 0,58 U/mL)

Na figura 3, & apresentada a atividade de
endocelulases dos extratos enzimaticos de bovino,
mensurada atraves de ensaio de difusao em gel de
agar com CMC. Ve-se destaque para os extratos
CNPGL 1D4, CNPGL 52, CNPGL 1C1, CNPGL 4C1 e
CNPGL 2C1.
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Extratos enzimaticos de microrganismos

Figura 3. Atividade de endocelulases de extratos enzimaticos
(0,05 g/mL) de micro-organismos lignoceluloliticos do rUtmen de
bovinos, em ensaio de difusao em gel de agar com substrato
carboximetilcelulose (1,0%), organizadas por ordem decrescente.
Controle: celulase de Aspergillus niger (0,01 g/mL: halo de
atividade 22,37 mm).

Para avaliar a termoresisténcia das endocelulases
dos extratos enzimaticos de bovino, amostras dos
extratos foram aquecidas a 70 °C, 80 °C, 90 °C e
100 °C, por 10 min, antes de serem submetidas
ao ensaio de atividade de difusao em gel de agar
(2,0%) com 1,0% de CMC a 38 °C por 20 horas
(Figuras 4).

Quanto a termoresisténcia dos extratos de bovinos,
observa-se o destaque do extrato do micro-
organismo CNPGL 1D4 em relagao aos demais.
Alem de apresentar uma maior atividade a 38 °C
(Figura 3), esse manteve sua atividade mesmo
apos aquecimento a 100 °C por 10 min (Figura 4 e
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Figura 4. Atividade residual apos 20h a 38 oC de endocelulases de extratos enzimaticos de micro-organismos ruminais de bovino (143,
A4, 1D4, 1CW, 2C1, 4C1, R3, 52, 72, 85, 89) nao aquecido (NA) e apos aquecimento a 70 °C, 80 °C, 90 °C e 100 °C, por 10 min, 10 ug de
proteina/pogco de 50 pL, em placa com agar (2,0%) contendo 1,0% de carboximetilcelulose (CMC). Celulase de Aspergillus niger5 pg/
pocgo foi utilizada como controle positivo do ensaio (halo de atividade méedio 23,14 mm a 38 oC) e Tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,9

como controle negativo.

Tabela 2). O extrato do micro-organismo CNPGL 89
também se destaca como termoresistente (Tabela
2), porem apresenta uma atividade a 38 °C bem
inferior ao extrato do CNPGL 1D4 (Figura 3).

Tabela 2. Porcentagem de atividade residual de
endocelulases apos agquecimento a 100 °C por 10
min.

CNPGL 1D4 105,00
CNPGL 89 104,64
CNPGL R3 85,67
CNPGL 4C1 82,20
CNPGL 2C1 81,65
CNPGL 72 76,42
CNPGL 1C1 70,51
CNPGL 52 55,49
CNPGL 143 0,00
CNPGL A4 0,00
CNPGL 85 0,00

Como revisado por Gomes et al. (2007),

nos processos biotecnologicos as enzimas
termoresistentes se destacam por permitirem

a sua manipulacao em temperaturas elevadas,
diminuindo, assim, a contaminagao por micro-
organismos mesofilos, que sao micro-organismos
presentes no ambiente industrial. Nesse sentido,
tem-se destacado os fungos termofilos como fonte
de enzimas lignoceluloliticas (PEREIRA et al., 2015).

Conclusoes

O banco de extratos de enzimas fibroliticas de
contetido ruminal (BEEFRUM) foi criado no ano de
2016 e esta em expansao. Atualmente, mantem no
acervo amostras de extratos de enzimas fibroliticas
da microbiota ruminal de bovino (12), ovino (04) e
caprino (01), parcialmente caracterizadas quanto as
suas propriedades bioquimicas e seu potencial de
hidrolise de material lignocelulolitico. O banco abre
inUmeras possibilidades, em que, por meio do uso
de ferramentas de biologia molecular e bioquimica,
serao possiveis prospectar, identificar e caracterizar
espécies de micro-organismos e enzimas fibroliticas
para uso cientifico e/ou industrial.
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