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1 INTRODUÇÃO
A obtenção de enzimas purificadas requer processos economicamente viáveis, destacando-se a purificação por sistema aquoso bifásico (SAB). Além disso, ganham destaque processos biotecnológicos que visem a utilização completa dos coprodutos gerados pela agroindústria brasileira, já que o volume total destes é grande (Nonhebel, 2007) e quando não utilizados elevam-se os custos de eliminação para evitar a poluição ambiental (Federici et al., 2009). Entre os processos biotecnológicos que tomam como base este parâmetro destaca-se a obtenção da enzima queratinase, uma enzima capaz de degradar substratos compactos e insolúveis como, por exemplo, a queratina (Onifade et al., 1998) e pode ser obtida a partir do cultivo do Bacillus sp. P45 utilizando farinha de penas como substrato. Assim, este trabalho teve como objetivo obter a enzima purificada a partir de sistemas de purificação com maiores capacidades e caracteriza-la parcialmente (temperatura e pH ótimo).
2 MATERIAL E MÉTODOS
A enzima queratinase foi produzida através do cultivo submerso do Bacillus sp. P45 utilizando farinha de pena como substrato (Daroit, Corrêa e Brandelli, 2011). O extrato enzimático obtido ao final do cultivo foi purificado a partir de uma sequência de dois SAB integrados ao processo de diafiltração. O primeiro SAB foi composto (m/m) por 3% PEG 1500 Da, 23% de fosfato de potássio pH 7,0 e 8% de cloreto de sódio, 20% de extrato enzimático e 46% de água. Já o segundo SAB foi composto (m/m) por 36% da fase de topo obtido do primeiro SAB, 36% de tampão tris-HCl 100 mM pH 7,0 e 28% de sulfato de amônio. A fase de topo, obtida no segundo SAB, foi submetida à remoção do PEG no sistema de diafiltração utilizando membrana de 10 kDa, onde tampão Tris-HCl 100 mM pH 7,0 foi adicionado ao sistema até completa remoção do PEG (Sala, 2013). A purificação foi também avaliada em sistemas com capacidade 50 vezes maior ao estabelecido anteriormente. A eficiência da purificação foi avaliada a partir do fator de purificação e recuperação enzimática. A enzima purificada foi submetida ao processo de liofilização e utilizada para caracterização parcial. A influência do pH (6,5 – 11,0) na atividade enzimática a 40ºC foi determinada utilizando diferentes tampões: fosfato de sódio 100 mM (pH 6,5) e tampão tris-HCl 100 mM (pH 7,0 – 11,0) e a temperatura ótima determinada através da atividade da queratinase nas temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60 e 65ºC, mantendo-se o pH fixo de análise (tampãoTris-HCl 100 mM pH 8,0).
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
A utilização de sistemas com maiores capacidades permitiu a obtenção da enzima purificada em maiores quantidades. Nestes sistemas o fator de purificação obtido através da estratégia de purificação adotada, foi de até 2,6 vezes no primeiro SAB, 6,7 vezes no segundo SAB e de 4,0 vezes na etapa de diafiltração. Já a recuperação enzimática alcançou valores de até 75,3% no primeiro SAB, 75,1% no segundo sistema e 84,3% na etapa de diafiltração.  A temperatura e o pH ótimo de atividade enzimática pode ser observado através dos picos apresentados na Figura 1, onde a temperatura ótima foi de 55°C, enquanto o pH ótimo foi em 7,5. 
Figura 1 – pH (a) e temperatura ótima (b) da enzima queratinase obtida do Bacillus sp. P45
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS
A obtenção da enzima purificada mostrou-se viável a partir dos SAB de maior capacidade, evidenciada pelos altos valores de fator de purificação e recuperação enzimática. O pH e temperatura ótima determinados para a enzima purificada foi de 7,5 e 55ºC, respectivamente. 
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