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Influência do pH na purificação de queratinase de Bacillus sp. P45 por sistema aquoso bifásico
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Introdução
As queratinases encontram potencial aplicação na indústria de frangos através da hidrólise de penas [1], porém, a utilização destas enzimas muitas vezes é restrita ao seu grau de pureza. O sistema aquoso bifásico (SAB) pode ser uma boa alternativa para o primeiro passo de purificação, por remover vários contaminantes em um processo simples e econômico [2]. Assim, investigou-se neste trabalho a influência do pH (6,0; 7,0 e 8,0) e da composição do SAB formado por polietileno glicol (PEG) 10.000 e fosfato de potássio, avaliando como respostas o fator de purificação e recuperação queratinolítica.
Metodologia

Micro-organismo: Bacillus sp. P45 (LBM 1055, Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos, UFRGS) foi utilizado para a produção de queratinase, em cultivo submerso, 30°C, 125 rpm por 48 h. O caldo foi centrifugado e obtido o extrato enzimático bruto.
Sistema aquoso bifásico: preparado segundo Antelo et al. [3] para o PEG 10.000 e fosfato de potássio no pH de estudo.
Métodos analíticos: a concentração de proteínas foi determinada segundo metodologia de Bradford [4]. A atividade queratinolítica foi determinada segundo Daroit et al. [5], e a atividade específica foi expressa em termos de proteína.
Influência do pH nos diferentes SAB: foi avaliado o efeito do pH (6,0; 7,0 e 8,0) no SAB (Tabela 1), obtendo-se como respostas o fator de purificação (FP) e a recuperação queratinolítica (RQ), Equações 1 e 2, respectivamente. 
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onde Ae.f.e Ae.eb são as atividades específicas na fase e no extrato bruto, respectivamente; Af e Aeb são as atividades enzimáticas na fase e no extrato bruto, respectivamente; Vf é o volume da fase e Veb. é o volume inicial de extrato.

Resultados e Discussão

Nos diferentes sistemas a fase de topo é rica em PEG, enquanto que a fase de fundo em sal. O processo de purificação através do SAB é governado por diversos parâmetros do sistema (concentrações de PEG e sal, e pH) como também aqueles ligados a proteína de interesse (hidrofobicidade e carga).

De acordo com Asenjo [6] o pH da solução pode alterar a carga das proteínas, mudando assim, seu comportamento no SAB. A Tabela 1 apresenta os resultados de FP e RQ resultantes do efeito do pH no processo de purificação em sistemas com composições de fases variadas.

Pode-se observar que o FP nos sistemas PEG-fosfato mostrou-se dependente do pH, porém a influência mais marcante é a composição do sistema. Nestes observa-se que a elevação da concentração de PEG e diminuição da concentração de sal, proporcionou na maioria dos casos, um decréscimo no FP.
Tabela 1 – Efeito do pH sobre o FP e RQ no sistema PEG 10.000 – fosfato de potássio.
[image: image3.emf]Sistema  Composição (%)  Fase  pH 6,0  p H   7,0  p H   8,0  

PEG  Sal   FP  RQ  FP  RQ  FP  RQ  

1  34  5,5  Topo  *  *  0,78  47,86  1,20  46,94  

Fundo  *  *  0,31  2,03  0,21  1,42  

2  28  7  Topo  *  *  0,97  51,02  1,13  53,83  

Fundo  *  *  0,09  0,41  0,34  3,56  

3  20  10  Topo  0,86  35,90  0,78  22,62  1,09  34,03  

Fundo  1,55  0,91  1,20  35,57  0,58  1 7,47  

4  14  13  Topo  0,63  14,25  0,83  16,43  1,07  31,83  

Fundo  1,16  31,70  1,04  52,65  0,68  22,92  

5  11  16  Topo  0,57  13,46  0,62  10,82  0,94  26,17  

Fundo  1,09  33,12  1,06  66,02  0,37  11,52  

6  17  13  Topo  0,65  17,15  0,75  18,92  0,79  24,91  

Fundo  1,02  19,71  0,9 4  44,25  0,24  6,85  

7  15  16  Topo  0,64  14,35  1,69  37,64  0,62  20,38  

Fundo  0,52  11,03  0,41  18,43  0,08  1,18  

 


*Não houve formação de fases.
De um modo geral, no pH 6,0 e 7,0 a enzima foi particionada para o fundo, o que já é esperado devido ao efeito do volume de exclusão no sistema. Porém, devido a diferença de cargas eletrostática da enzima, no pH 8,0, esta migrou para o topo. 
Conclusão

A enzima apresentou os melhores resultados no pH 7,0, levando a um FP e RQ na ordem de 1,7 vezes e 37,5%, respectivamente. De acordo com estes resultados, o SAB se mostra como uma interessante alternativa primária para remoção de contaminantes do extrato bruto. 
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