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Introducéao

A crescente preocupacao com o meio ambiente vem
mobilizando varios segmentos do mercado. A
inddstria automobilistica, por exemplo, se viu
forcada a buscar novas fontes de combustivel ndo
foéssil. Alternativas como o motor elétrico, hibrido,
com célula de combustivel (hidrogénio), flex,
movido a biodiesel ou ainda a etanol sdo os
destaques nessa busca.

O etanol, além de substituir parte do petréleo, tem a
seu favor o fato de que nao contribui para agravar o
efeito estufa. O diéxido de carbono, principal géas
desse fenémeno, liberado pela combustao do alcool,
em um ano, é reabsorvido pelas plantas na safra
seguinte.

O Brasil domina a tecnologia da producédo de etanol a
partir da cana-de-aglcar; porém, apenas um terco da
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biomassa contida na planta cana é aproveitado para
a producao de acucar e de etanol. O grande desafio
é transformar a celulose, que estd no bagaco e na
palha descartada na colheita, em alcool combustivel,
denominado de bioetanol.

A quebra das cadeias de celulose em aclcares se faz
pelo processo chamado hidrdlise. Uma das
possibilidades na degradacao desse material € o uso
de microrganismos que produzem enzimas
especificas, chamadas celulases, que hidrolisam a
celulose. A descoberta de enzimas cada vez mais
eficazes para processar o bagaco e a palha de cana é
uma das vias para sair do atual patamar de producao
sem precisar aumentar a area plantada.

Nessa linha de pesquisa, véarias equipes vém
trabalhando na busca de novas fontes de enzimas
e/ou de enzimas mais eficazes a partir de nossa
biodiversidade. Para detectar atividade celulolitica
nos mais diversos extratos proteicos produzidos por
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micro-organismos em cultivo, plantas, insetos,
nematoides, ou outros organismos celuloliticos
estudados, os laboratérios vém utilizando a técnica
de Miller et al. (1960). Essa metodologia requer
equipamentos mais sofisticados para leitura e varios
reagentes de alto custo. Dessa forma, metodologias
mais simples e de baixo custo facilitariam a triagem
de extratos proteicos dos organismos em

Nesse sentido, o presente comunicado apresenta
uma metodologia de difusao radial em gel de agarose
(DRGA) desenvolvida por Teather e Wood (1982),
modificada por Rehman et al. (2009), e adaptada no
Laboratério de Bioguimica da Embrapa Caprinos e
Ovinos para avaliar a atividade celulolitica em
extratos proteicos de microrganismos ruminais. A
técnica baseia-se na difusao radial, em gel de
agarose, das proteinas da amostra analisada. O gel
contém o substrato especifico para celulase, a
carboximetilcelulose, que pode ser corada com o
corante vermelho congo.

Extratos que possuam atividade celulolitica formarao
um halo de hidrdlise da caboximetilcelulose,
visualizado pela auséncia de coloracdo nessa area de
difusdo da enzima no gel (Figura 1).

Material e Métodos
REAGENTES

- Agarose

- Carboximetilcelulose (CMC)

- Vermelho Congo

- Cloreto de sédio

- Fosfato de sédio monobasico
- Fosfato de sédio dibasico

Observacdo: Os reagentes utilizados nas solucoes
deverao ter o padrao pré-anélise (p.a.)

MATERIAIS

- Placa de Petri 15x90 mm
- Pipetas automéaticas de 10 mL e de 50 ul
- Ponteiras para as pipetas automaticas

EQUIPAMENTOS

- Estufa bacterioldgica (10 a 65 °C);

MEIOS E SOLUCOES

Gel de agarose a 2% contendo 1% de CNIC
- Agarose 29

- Carboximetilcelulose 1g
- Tampao de extracédo g.s.p. 100 mL

Aquecer em banho-maria ou vapor fluente até a
completa fusado da agarose. Caso queira prevenir
contaminacodes indesejaveis, pode-se, apds pesar as
substancias e dilui-las, levar o recipiente que as
contém para autoclavar a 120 °C por 15 min. A fuséo
da agarose ocorrerd durante a autoclavacao.

Tampao de extracao:

Tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,9
- NaH,PO, . H,0 4,6 g

- Na,HPO* 2,33 g

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O tampao fosfato de sédio 50 mM devera ter seu pH
ajustado para 6,9, antes de completar seu volume
para 1000 mL. Esse tampao foi o tampao selecionado
para extracao de celulases e para ensaios de
atividade celulolitica de microrganismos ruminais de
pequenos ruminantes. Outros tampdes podem ser
utilizados de acordo com a origem dos extratos,
necessitando de testes para avaliar a atividade
celulolitica na presenca dos mesmos. O tampao
selecionado deveréa ser o que proporcionar maior halo
de hidrélise para a mesma quantidade de extrato
avaliada nos diferentes tampoes.

Solucdo corante de Vermelho Congo a 0,1%
- Vermelho Congo 0,149
- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solucédo descorante de NaCl 0,5 M
- NaCl 29,22 g
- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Preparo das Placas

Logo apds esfriar o frasco contendo o gel de agarose
a2 %,com?1 % de CMC, a uma temperatura
passivel de manuseio, distribuir 10 mL por placa de
Petri, com o auxilio de uma pipeta automatica de 10
mL.

Apds solidificacao, efetuar os furos com um cortador
medindo 6,5 mm de didmetro. Com esse didmetro de
furo, é possivel se fazer até oito furos por placa, com
16 mm de distancia entre eles. Cortadores com
menor didmetro podem ser utilizados, proporcionando
o teste de um maior nimero de amostras por placa e
um menor volume de extrato por ensaio. Porém,
como menor quantidade de proteina, sera utilizada
por poco, pode nao ser suficiente para hidrolisar a
carboximetilcelulose de forma a proporcionar um halo
visivel.

Apéds o corte dos furos, retirar o gel interno dos
pocos com o auxilio de uma agulha. As placas estao



prontas para receber as amostras. Utilizando 10 mL
de gel por placa de 15x90 mm e cortador com
didmetro de 6,5 mm, os pocos suportam 50 uL de
amostra. Para cortadores com menor didmetro,
determinar previamente a capacidade do poco.

Realizacdo do Ensaio

Com pipeta automatica de 50 pL, transferir os extratos
proteicos para os respectivos pocos. Identificar, na
borda da placa, o poco nimero 1 (um) e padronizar a
aplicacdao das amostras no sentido horério, evitando
com isso troca de resultados (Figura 1).

E salutar utilizar um poco somente com tamp3o,
servindo de controle negativo do ensaio (Figura 1,
Poco 4), e caso seja possivel, utilizar uma celulase
comercial como controle positivo, com isso assegura-
se da eficiéncia do método (Figura 1, Poco 1).

Apds preenchido todos os pocgos, vedar as placas
com parafilme e transferi-las para estufa a 38 °C, por
20 h. A temperatura e o tempo do ensaio podem ser
alterados de acordo com a atividade do material
analisado, o que pode ser testado para cada extrato e
padronizado, caso haja interesse por esse material em
especial.

Coloracédo e Descoloracéo

Terminado o tempo de incubacédo, preencher cada
placa com 10 mL de solucdo corante e aguardar 30
min a temperatura ambiente. Ao final do tempo,
descartar a solucdo corante e lavar o gel com solucao
descorante, até a completa visualizacdo dos halos de
hidrdlise.

Leitura da Atividade

Identificar as amostras que apresentam halo de
hidrélise como extratos com atividade celulolitica.
Ver halos de hidrélise nos pocos 1,2,3,5 e 6 da
Figura 1.
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Fig. 1. Ensaio de difusdo radial em gel de agarose (DRGA) com 1%
de carboximetilcelulose; 1: 0,005 mg de celulase de Aspergillus
niger (Sigma-Aldrich®- ref.22178, 1,24U/mg); 2: extrato
enzimético do rimen de ovinos em jejum; 3: extrato enzimatico do
rimen de ovinos 4 horas apds ser administrado bagaco de cana in
natura; 4: Controle com tampé&o fosfato 50 mM, pH 6,9; 5: extrato
enzimatico do rimen de caprinos 4 horas apds ser administrado
bagaco de cana /in natura; 6: extrato enziméatico do rimen de
caprinos em jejum. e Ponto riscado na placa, indicando a
localizacdo do poco niimero 1.

Possibilidades da Técnica

Utilizando-se paquimetro digital, pode-se fazer
comparacdes entre os didmetros dos halos de
hidrélise mensurados (Figura 2).

Fig. 2. Determinacdo com paquimetro do diametro de um halo de
hidrélise em ensaio de difusdo radial em gel de agarose (DRGA) com
1 % de carboximetilcelulose e corado com vermelho congo 0,1 %.

Caso seja utilizada uma celulase comercial como
controle, pode-se inferir a porcentagem de atividade
das amostras, calculando-se a concentracao e a
quantidade de unidades de atividade utilizadas,
mensurando-se o didametro dos halos das amostras e
comparando com o da celulase comercial.
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Caso tenha sido determinada a quantidade de
proteina nas amostras, pode-se ainda inferir a
porcentagem de atividade especifica dessas em
relacdo a celulase comercial.

Fazendo-se uma curva de atividade com a celulase
comercial e mensurando-se os halos formados de
acordo com as concentracoes testadas, observa-se
uma relacao linear entre a concentracao da enzima e
o halo de hidrélise, com alto grau de confiabilidade,
equivalente a 99,49 % (Figura 3). Dessa forma, a
partir do didmetro do halo de hidrélise formado pelas
amostras, é possivel ainda aplicar esses valores na
equacao obtida e estimar a concentracao ou a
atividade especifica das celulases presentes nas
amostras analisadas.
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Fig. 3. Curva padrdo de celulase de Aspergillus niger (Sigma-
Aldrich®- ref.22178, 1,24U/mg)
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