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1 INTRODUÇÃO
Proteases são enzimas que catalisam a clivagem das ligações peptídicas nas proteínas, sendo aplicadas principalmente na indústria de alimentos, detergentes e no processamento do couro. As queratinases são proteases que se distinguem por uma maior capacidade de degradação de substratos compactos e insolúveis como, por exemplo, a queratina (Onifade et al., 1998). A aplicação da enzima queratinase exige sua purificação por técnicas que sejam eficientes, econômicas e passíveis de ampliação de escala, destacando-se o sistema aquoso bifásico (SAB) e a ultrafiltração (UF). Neste sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar a hidrólise de diferentes substratos proteicos solúveis e insolúveis pela enzima queratinase de Bacillus sp. P45 bruta e purificada por duas etapas de SAB integrado à UF.

2 MATERIAL E MÉTODOS

A enzima foi produzida por cultivo submerso utilizando o micro-organismo Bacillus sp. P45 e farinha de penas como substrato (Brandelli et al., 2011). O protocolo de purificação consistiu em duas etapas de SAB integrado à UF. O primeiro SAB foi composto (m/m) por 3% polietilenoglicol 1500 Da, 23% de fosfato de potássio pH 7,0 e 8% de NaCl. O segundo SAB foi composto (m/m) por 36% da fase de topo (1° SAB), 36% de tampão tris-HCl (100 mM, pH 7,0) e 28% de (NH4)2SO4. A fase de topo proveniente do segundo SAB foi submetida ao processo de UF no modo diafiltração utilizando uma membrana de 10 kDa, pressão de 1,5 kgf/cm² e temperatura de 15°C. A atividade enzimática e o teor de proteínas foram quantificados na entrada e saída de cada etapa, sendo a eficiência do processo de purificação avaliada pelo fator de purificação e recuperação enzimática.
A aplicação da enzima bruta e purificada foi avaliada em substratos proteicos solúveis e insolúveis. A reação consistiu na adição de 100 μL de enzima em 400 μL da suspensão de substrato (5 mg.mL-1), sendo incubada a 50°C por 1 hora e finalizada pela adição de 500 μL de ácido tricloroacético 10%. O meio reacional foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para medir a transmitância a 280 nm. Os resultados foram apresentados como porcentagem relativa do substrato que mostrou maior absorvância a 280 nm, considerado como 100%. 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO


O processo de purificação por duas etapas de SAB integrado à ultrafiltração promoveu a purificação da enzima queratinase em 6,1 vezes com recuperação enzimática de 56,3%. 

A queratinase bruta e purificada de Bacillus sp. P45 foi capaz de catalisar a reação de hidrólise de diferentes substratos tendo preferência sobre a caseína, conforme a Tabela 1. A hidrólise de substratos solúveis como a caseína é tipicamente reportada como sendo mais efetiva do que a hidrólise dos substratos insolúveis, como a queratina presente nas penas. 

Tabela 1 – Hidrólise de diferentes substratos proteicos catalisados pelo extrato enzimático bruto e pela enzima purificada.
	Substrato
	Atividade relativa (%)

	
	Extrato enzimático bruto
	Enzima purificada

	Albumina de soro bovino
	23,9 ± 0,9 b, C
	49,3 ± 6,3 a, B

	Caseína
	93,6 ± 3,2 b, A
	100 ± 1,9 a, A

	Farinha de peixes
	10,2 ± 3,2 a, D, E
	15,5 ± 4,4 a, D

	Farinha de penas
	30,6 ± 0,5 b, B
	35,5 ± 0,5 a, C

	Farinha de sangue
	0,0 ± 0,0 b, H
	13,0 ±1,5 a, D

	Penas
	7,3 ± 0,1 b, E
	11,3 ± 1,4 a, D

	Penas com tratamento térmico
	11,8 ± 1,6 b, D, E
	16,9 ± 0,1 a, D

	Soro de leite em pó
	15,3 ± 3,3 a, D
	12,9 ± 1,8 a, D


Letras minúsculas iguais nas linhas não diferem estatisticamente ao nível 95% de confiança (teste t). Letras maiúsculas iguais nas colunas não diferem estatisticamente ao nível 95% de confiança (teste Tukey).
Tanto o extrato bruto enzimático quanto a enzima purificada hidrolisaram com maior eficiência a farinha de penas do que as penas. Este resultado se justifica, uma vez que a farinha é obtida através da cocção a alta pressão e moagem das penas, o que resulta na descaracterização das penas e desestabilização da estrutura da queratina, facilitando a atuação da enzima.

A hidrólise dos diferentes substratos pela enzima purificada foi em geral maior ou no mínimo igual quando comparada à enzima bruta, demonstrando assim sua eficiente capacidade catalítica, e justificando sua purificação.
4 CONCLUSÃO

A queratinase purificada por duas etapas de SAB  integrado à ultrafiltração foi capaz de catalisar com maior eficiência a hidrólise dos diferentes substratos proteicos quando comparada à enzima bruta, justificando assim sua purificação. 
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