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Enzimas termoestaveis sao importantes para uso nos bioprocessos
industriais. As enzimas lignoceluloliticas de micro-organismos
ruminais aderidas a fibra do bagaco de cana-de-agucar (BCA) no
rumen de ovinos Morada Nova foram inicialmente caracterizadas
como termoestaveis, mantendo sua atividade mesmo apos 10
minutos a 90 oC. Como a presenga de pontes de dissulfeto nas
enzimas pode estar envolvida no mecanismo de estabilidade dessas
moléculas, o objetivo desse trabalho foi caracterizar a atividade das
proteinas aderidas a fibra (PAFs) do BCA obtida do conteddo ruminal
de ovinos Morada Nova, quanto a agao dos agentes redutores de
pontes dissulfeto. Animais adaptados a uma dieta com BCA (100 g
de BCA por dia no cocho) foram submetidos a coleta de contetido
ruminal, quatro horas apos administracao de BCA (100 g) diretamente
no rimen, via fistula. O material obtido foi filtrado, lavado com
Phosphate Buffer Saline (PBS, pH 7,2, sem Ca2+ e Mg2+) e as PAFs
foram eluidas com ureia 8 M durante 15 min, filtradas, dialisadas
contra agua (cut off de 12 kDa) e liofilizadas. As PAFs foram extraidas
com agua, homogeneizadas e centrifugadas (14.000 x g por 5 min

a 23 °C), e o sobrenadante coletado foi quantificado utilizando o
método de Bradford. As amostras de PAFs liofilizadas foi adicionada
uma solugao de B-mercaptoetanol (5%) ou de Ditiotreitol (DTT, a 50,
100 e 200 mM) e avaliada atividade celulolitica e hemicelulolitica
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por difusao em gel de agar. Para avaliar atividade enzimatica

foram depositados, por placa, 10 mL de solugao de agar (2%) com
carboximetilcelulose ou xilano (1%) em Tampao Fosfato de Sodio 0,1
M, no pH 6,9 e 6,0, respectivamente, para cada substrato. Em pogcos
50 pL foram aplicadas as PAFs (10 ug de proteinas/pogo) e como
controle positivo foi utilizada enzima comercial de Aspergillus niger
(0,005 ug de proteina, Sigma-Aldrich®, 1,24 U/mg). As placas foram
incubadas a 38 °C por 21 horas. Apos a incubagao, foram coradas
com vermelho Congo 0,1% por 40 minutos e descoradas com NaCl 1
M até a visualizagao dos halos, onde os mesmos foram medidos com
o auxilio de paquimetro. As PAFs soluveis em agua apresentaram
atividade celulolitica (20,92+0,88 mm) e hemicelulolitica (21,11+0,25
mm) proxima da enzima comercial de Aspergillus niger (22,88+0,23
mm e 23,28+0,63 mm, respectivamente). Os agentes redutores, nas
diferentes concentracoes, nao interferiram nas atividades celulolitica
e hemicelulolitica das PAFs. Conclui-se que as pontes dissulfeto nao
estao envolvidas no sitio ativo das PAFs, nem interferem no mesmo.
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