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RESUMO

Residuos ricos em queratina sdo insolluveis e easest a degradacao por diversas enzimas
proteoliticas. Em decorréncia disso, a biodegrasldedqueratina é restrita a certo nimero de
micro-organismos, dentre 0s quais se destacantt&iba do génemacillus. As queratinases
sao proteases intra ou extracelulares produzidasspes micro-organismos. Possuem inimeras
aplicacdes de interesse industrial, podendo seregagas na producdo de peptideos de
queratina, na degradagcdo de prions, na indUstriaat®utica, entre outras. A aplicacao
industrial da enzima queratinase demanda técnieasudficacdo eficientes e passiveis de
ampliacdo em larga escala. Dentre as técnicasrife@tfio passiveis de ampliacdo de escala
e de baixo custo se destacam o sistema aquosizbif84B) e a ultrafiltracdo (UF). A presente
dissertacgéao foi dividida em dois artigos. No primoairtigo, a purificacdo da enzima queratinase
produzida pomBacillus sp. P45 foi maximizada utilizando duas etapas de SABpNmeira
etapa de purificagao, o sistema formado por 3%otletpenoglicol 1500 Da, 23% de fosfato
de potassio (pH 7,0) e 8% (m/m) de NaCl particioagenzima para a fase de topo obtendo
fatores de purificagdo na ordem de 4,4 vezes @eeagdo enzimatica de 87%. A fase de topo,
contendo a enzima de interesse, foi submetidaundagetapa do sistema aquoso bifasico. Este
sistema foi composto por 36% fase de topo (1° edla@AB), 28% de sulfato de amoénio, 36%
(m/m) de tampéao Tris-HCI (pH 7,0), a enzima foitiggwnada para a fase de topo, onde fatores
de purificacdo na ordem de 5,6 vezes e recuperded®3% foram obtidos. No segundo artigo,
0 SAB foi integrado a ultrafiltragdo/diafiltracde,avaliou-se a aplicacdo da enzima bruta e
purificada em diferentes substratos proteicos smig insoluveis. A enzima purificada por
duas etapas de SAB seguida de diafiltrad&si@n2) apresentou fator de purificagdo na ordem
de 6,1 vezes e recuperacao enzimatica de 56,3%nieuw processo de diafiltracédo foi possivel
separar a enzima do polietilenoglicol. A enzimafada pelodesign2 apresentou atividade
otima na temperatura de 50°C e foi capaz de catatmm maior eficiéncia a degradacao de
diferentes substratos proteicos sollveis e ins@lgeando comparada a enzima bruta,
justificando sua purificagéo.

Palavras-chave:queratina, polietilenoglicol, purificacdo, diafdtfdo, protedlise.
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ABSTRACT

Keratin-rich waste are insoluble and resistantagrddate by various proteolytic enzymes. As
a result, the biodegradation of keratin is resttictcertain microorganisms, among which
highlighting theBacillus Keratinases are intra or extracellular protegsesluced by these
microorganisms. These enzymes exhibit numerousdistrial applications, can be used to
produce keratin peptides, degradation of priongyplaceutical industry, among others. The
keratinase industrial application demand efficeemdl scale-up purification techniques. Among
the scale-up and low-cost purification techniguks,agueous two-phase system (ATPS) and
ultrafiltration (UF) stand out. This work was dieid into two articles. In the first article, the
purification of keratinase frorBacillus sp. P45 by two steps of ATPS was optimized. In the
first step of ATPS purification, the system fornigd3% polyethylene glycol 1500 Da, 23% of
potassium phosphate (pH 7.0) and 8% (w/w) NaCl jteoh the partition of enzyme to top
phase with purification factor of 4.4 fold and enmmtic recovery of 87%. The top phase
containing the target enzyme was submitted to ¢écersd step of the ATPS. This system was
composed of 36% top phase!(dtep of ATPS), 28% ammonium sulfate, 36% (w/w}ris-

HCI buffer (pH 7.0). The enzyme was partitionedtfmy phase and were obtained purification
factor of 5.6 fold and enzymatic recovery of 90#cthHe second article, the ATPS was integrated
to ultrafiltration/diafiltration, and crude and giied enzymes were applying in soluble and
insoluble protein substrates. The enzyme purifigdtlwo steps of ATPS followed by
diafiltration (design 2) presented purification tiacof 6.1 fold and enzymatic recovery of
56.3%. During the diafiltration, it was possible geparate the enzyme from polyethylene
glycol. The purified enzyme showed optimum activityemperature of 50°C and was able to
more efficiently catalyze the degradation of satulaind insoluble protein substrates as
compared to crude enzyme, justifying its purifioati

Keywords: keratin, polyethilenoglycol, purification, diafiition, proteolysis.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas se apresenta como umanatiea viavel frente aos
processos convencionais que utilizam catalisadguésicos, principalmente em virtude da
demanda por tecnologias que ndo causem problentasraais. As queratinases sao proteases
produzidas por micro-organismos que apresentancickgole de degradar a queratina. Estas
enzimas distinguem-se das outras proteases pormen@ capacidade de degradacédo de
substratos compactos e insoliveis como, por exeraplaeratina (ONIFADE et al., 1998).

Nos ultimos anos, as queratinases microbianasatéaido a atencdo de muitos
pesquisadores na area biotecnoldgica, uma vezagseiem inlUmeras aplicagdes de interesse
industrial, tais como: depilacdo do couro (PRAKASIAYALAKSHMI, SREERAMULU,
2010), industria de detergentes (RAI, KONWARH, MUEKRJEE, 2009; XIE et al., 2010),
industria farmacéutica (MOHORCIC et al., 2007), rdeigcédo de prions (LANGEVELD et al.,
2003; WANG et al., 2005; YOSHIOKA et al., 2007) aimrecentemente, na producdo de
peptideos de queratina com atividade antioxiddrddKHFAKH et al., 2012). Além disso, as
queratinases podem converter a queratina presentestduos queratinosos, como as penas,
aumentando o valor nutricional da farinha de p€¢@&FADE et al., 1998).

Os processos tradicionais para purificacdo deszamangeralmente envolvem
técnicas como a cromatografia de troca idnica egdkefiltracdo. Essas técnicas séo
dispendiosas, trabalhosas e consomem tempo, semd@lmente adequadas para produzir
pequenas quantidades (GALLO et al., 2005; NAJABHMBHAVI, 2005) e eficientes quando
se deseja caracterizar ou ainda estudar as prapgdaedataliticas do bioproduto. Porém, quando
0 objetivo é aplicar industrialmente a enzima éemsério um protocolo com técnicas de
purificacdo mais eficientes, menos dispendiosassipeis de ampliacédo de escala. Os métodos
nao-cromatograficos podem ser uma alternativa @sastcromatograficas, principalmente
quando a obtencé&o de bioprodutos com alto grawaza ndo € requerida. Dentre os métodos
ndo-cromatograficos destacam-se as técnicas éensistquoso bifasico (SAB) e ultrafiltracdo
(UF).

A grande versatilidade oferecida pelo SAB, o qupl@a a capacidade exibida por
solugdes de dois polimeros quimicamente diferemtedrossoluveis, ou um polimero e um sal
de se separarem em duas fases aquosas sempreri@igecoacentragcdes minimas sejam
excedidas (MINAMI, 1997; ALBERTSSON, 1986), torna estudo desta técnica

potencialmente atrativa para a purificacdo de eaimA enzima de interesse migra para uma



CAPITULO | 15

das fases, enquanto que parte dos contaminantes paita a fase oposta, promovendo assim
a sua purificacdo. Diversos fatores, como a conagéd de polietilenoglicol (PEG) e de fosfato
de potéassio e a adicdo de cloreto de sodio (NaC$jstema podem influenciar a particdo das
proteinas no sistema e consequentemente a pudidiclgqueratinase.

Apds o particionamento da biomolécula para umdat#s, esta pode ser separada,
concentrada e purificada utilizando a ultrafiltra¢cd UF € um processo de separagdo por
membranas baseado no principio da permeacéao saletinoléculas de solutos em membranas
semipermeaveis, poliméricas ou inorganicas, utiibecomo forca motriz, para a transferéncia
de massa através da membrana, a pressao mecaABBRA, BORGES, NOBREGA, 2006).

A UF opera em pressdes e temperaturas relativarbamntas e ndo envolve mudancas de fase
ou aditivos quimicos, minimizando a extensdo daatesacdo, desativacdo e degradacéo de
produtos biolégicos (CHARCOSSET, 2006; ZEMAN, ZYDXEL996).

Além disso, a UF pode ser operada em modo detdagfilo, a qual contribui para
uma melhor separacdo e é frequentemente utilizada rpelhorar a pureza do soluto. Na
diafiltracdo o volume de alimentacdo é mantido tarie por adicdo de solvente (agua ou
tampédo). A alimentacédo € diluida com adicdo deeswds para reduzir a concentracdo dos
componentes permedaveis e para remové-los atravpsrdeacao pela membrana (WANG,
ZHANG, OUYANG, 2002).

Com base na importancia de estabelecer um proteiciente de purificacdo de
biomoléculas, este trabalho teve por objetivo aipacdo da enzima queratinase Bicillus

sp. P45 por sistema aquoso bifasico integradaafilttacdo/diafiltracao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Purificar a enzima queratinase 8acillus sp. P45 utilizando sistema aquoso

bifasico integrado a ultrafiltracdo, visando ohter produto de maior pureza e rendimento.

2.2. Objetivos especificos

» Estudar o efeito da concentragédo de PEG, fosfafmtiessio e cloreto de sodio
(NaCl) no sistema aquoso bifasico PEG 1500 Da-fosfa potassio pH 7,0;

* Maximizar a particdo da enzima queratinase norsst@quoso bifasico através
de planejamento experimental,

» Estudar o efeito da concentracéo de sulfato de mn@dto diluente na segunda
etapa de purificacdo por SAB;

* Integrar a ultrafiltracao/diafiltracdo ao sistemgueso bifasico, visando a
purificacdo da enzima queratinase bem como a sgaado PEG da enzima;

* Avaliar a aplicacdo da enzima bruta e purificada diferentes substratos

proteicos sollveis e insoluveis.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Queratinas

As queratinas, proteinas estruturais fibrosas aodag como escleroproteinas, sdo
produzidas nas células epiteliais de vertebradperiues (répteis, aves e mamiferos) e
humanos, atuando como barreira mecéanica e proteiora vez que se apresentam como
constituinte majoritario da pele e seus apéndpes$, penas, unhas, cascos, chifres e escamas)
(FRASER MACRAE, ROGERS, 1972; JONES et al., 1997).

Estas proteinas séo resistentes a fatores amBiefis&tos e quimicos, e ndo séo
efetivamente degradadas por proteases comuns, tgusma ou pepsina (BRANDELLI,
2008); sdo insolaveis em agua, solucbes salinadosadliluidos e alcalinos a temperatura
ambiente (SHIAH, 1979). Estas distintas propriedaties queratinas frente a outras moléculas
sdo consequéncia do empacotamento da cadeia preteiestruturas dehélice @-queratina)
ouB-pregueadaqueratina) e do elevado nivel de enovelamentadeia polipeptidica. Além
disso, apresenta alto grau de ligacOes inter edadieia através da formacdo de ligacdes
dissulfeto, pontes de hidrogénio e interacdes foticas (PARRY, NORTH, 1998).

Dentro de cada cadeia polipeptidica, o corpo hel@oou regido central da
gueratina contém cerca de 310 aminoacidos, sertdoflanqueado nas suas extremidades
(regides terminais) por dominios ndo helicoidaisomeinados¢abecae ‘caudd, sendo estas
regides terminais responsaveis pela conformac&ovéleda queratina (COHLBERG, 1993).
As regides terminais sdo mais ricas em residuagstiEina do que a regido central. Assim, a
associagcdo destes residuos permite a formacdo darnamjo com uma conformacdo de
superespiralamento das cadeias em paralelo umes asloutras, de maneira a formar uma
estrutura filamentar (JONES et al.,, 1997). A Figlrapresenta o modelo da estrutura da

queratina.
Figura 1 — Estrutura da queratina.
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Fonte: BRANDELLLI, 2008.
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As gueratinas podem se dividas efgitdas ou ‘leves de acordo com o conteudo
de cisteina. Queratinateves apresentam um baixo contetdo de cisteina (infaai@%),
ligacdes cruzadas fracas e baixa resisténcia eefatpiimicos, sendo encontradas na camada
externa da pele e no centro do cabelo (FRASER, MAERE ROGERS, 1972,
KORNILLOWICZ-KOWALSKA, BOHACZ, 2011). Por outro laml as queratinagigidas
apresentam um alto contetdo de cisteina (até 22%) encontradas no cabelo, unhas, garras,
chifres, penas, bicos e pele (MARCHISIO, FUSCONJERIO, 2000).

A cadeia polipeptidica presente na queratina daaspé observada em ambas as
configuragcbesd- e B-queratina) e a relacdo encontrada nas penas & dee@pectivamente
(FRASER, MACRAE, ROGERS, 1972).

3.2. Proteases

Proteases (EC 3.4), também denominadas peptidag@®i@inases, sdo enzimas
com a capacidade de hidrolisar ligagbes peptidibasproteinas, causando alteracdes
irreversiveis ou destruicdo dos substratos, quepamo de vista biologico podem ser
importantes, principalmente nos processos fisioligyi patologicos e também tecnoldgicos
(BARRET, RAWLINGS, O'BRIEN, 2001).

As proteases sao encontradas em todos 0s organisrasgxistentes, podendo ser
obtidas de diferentes fontes. Papaina e brometipeesentam proteases de origem vegetal,
enguanto que tripsinas, quimiotripsinas, pepsimasiaas sao as mais conhecidas proteases de
origem animal (BOYER, 1971; RAO et al., 1998). Eonttapartida, ambas as fontes requerem
um processo de obtencdo demorado, pois dependéeimpimibilidade de area para cultivo e
condicdes climaticas ou da disponibilidade de aisrpara o abate (RAO et al., 1998).

As proteases de origem vegetal e animal sdo ineapde atender a demanda
mundial. Neste sentido, ha um enorme interesseretegses de origem microbiana, visto que
0S micro-organismos apresentam um rapido crescinentquerem pouco espaco para o seu
cultivo. Além disso, as proteases microbianas, demodo geral, sdo mais estaveis quando
comparadas com seus homologos de origem vegatahalgd RAO et al., 1998).

Os micro-organismos produzem uma grande variedaderdteases, as quais
podem ser intracelulares e/ou extracelulares. Agases intracelulares participam de varios
processos celulares e metabdlicos, enquanto gerraselulares sdo importantes na nutricdo

através da hidrolise de proteinas, facilitandosoat@io dos produtos pelas células (GUPTA et
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al., 2002; KALISZ, 1988). Além disso, as proteasggacelulares tém sido comercialmente
utilizadas na degradacao de proteinas em procesgiagriais (KUMAR E TAKAGI, 1999).

As proteases formam um complexo grupo de enzimasygriam enormemente
em suas caracteristicas fisico-quimicas e catdi(RAO et al., 1998). A classificacdo destas
enzimas ndo ocorre de forma satisfatéria atravémétedos utilizados para a maioria das
enzimas, uma vez que todas as proteases catal&socaimente a mesma reacao — hidrélise de
ligacoes peptidicas (BARRET, RAWLINGS, OBRIEN, 200 Contudo, estas sdao
classificadas segundo critérios basidgstipo de reacéo catalisada, em endo ou exoprotease,
dependendo do local de clivagem em relacdo ase®dé&minais do substratfi) pH de
atividade 6timo em proteases acida, neutras odirasa(iii) natureza quimica do sitio
catalitico em serino, cisteino, aspartil, treoronanetaloproteasesji®) relacdes evolutivas a
respeito de sua estrutura (GUPTA et al., 2002; RAE&I., 1998).

As proteases representam um dos trés maiores gilepawimas industriais, sendo
responsaveis por cerca de 60% do total de vendasliaiude enzimas em varios setores
industriais (MEHRNOUSH et al.,, 2011). Estas enzin@zdem ser utilizadas como
componentes na industria de detergentes, na imallddr alimentos, couro, tratamento de
residuos, biorremediacéo, sintese de peptidedadastria de produtos farmacéuticos, entre
outras aplicacdes (SINGH et al., 2010; SYNOWIECQ2Q10; VERMA et al., 2011).

Somando-se a isso, as proteases microbianas dulaaes sdo diretamente
excretadas no meio de cultivo, simplificando osxcpssos deownstreanda enzima quando

comparado as proteases intracelulares (GUPTA,&(12).

3.2.1. Queratinases

As proteases intra ou extracelulares produzidas pacro-organismos
queratinoliticos sédo chamadas de queratinases.EZ1324/99). Estas enzimas distinguem-se
das outras proteases por uma maior capacidade gtaddedo de substratos compactos e
insollveis como, por exemplo, a queratina. A maiarte das queratinases sdo enzimas
indutivas, as quais exigem a presenca de queratim® indutor exdgeno (ONIFADE et al.,
1998).

Queratinases de varios micro-organismos tém sidifiqadas e caracterizadas,
sendo que a maior parte destas sao serino pro{@RAMDELLI, DAROIT, RIFFEL, 2010;
GUPTA et al.,, 2002), enquanto que algumas metalepses tem mostrado atividade
queratinolitica (RIFFEL et al., 2007; THYS, BRANDEIL.2006).
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As caracteristicas destas enzimas tém se mostradtanie diversificada
dependendo do micro-organismo produtor. A caraee#io da enzima possibilitou encontrar
enzimas de massas molares de 18 kDa (BRESSOLLIBR &0899) até superiores a 200 kDa
(BERNAL, CAIRO, COELHO, 2006), com pH 6timo de atiade também variando de 6,0
(BRESSOLIER et al., 1999) a 10 (BERNAL, CAIRO, CQHD, 2006) e temperatura 6tima
de 40°C (BERNAL, CAIRO, COELHO, 2006) até 80°C (ERRICH, ANTRANIKIAN,
1996).

3.2.2. AplicacGes das queratinases

As gueratinases microbianas sdo consideradas alisealores promissores para
aplicacao na alimentacéo animal, fertilizantesgintes, couro, industria téxtil, farmacéutica
e biomédica. Apesar disso, ao comparar a aplicag@strial e, consequentemente, a demanda
no mercado de queratinases com outras enzimadiiaikjs¢ possivel notar que esta ainda se
encontra em estagio inicial (RAl, KONWARH, MUKHEREE2009). A Tabela 1 apresenta

um resumo das aplicacdes industriais.

Tabela 1- Aplicagbes das queratinases microbianas.

Area Aplicacdes Referéncia

Pmd“@sroof'eeicg'gro"Sados CAO et al., 2008: ICHIDA et al., 2001;
Suplementacéo da racdo anima ﬁARDENAVlS’ KAPLEY, PUROHIT,
Degradacio de penas, 2009; SYED et al., 2009;
Fertilizantes na liberacéo de VASILEVA-TONKOVA,
GOUSTEROVA, NESHEV, 2009

Agroindustria

nitrogénio.

Farmacéutica Hidrélise de prions; LANGEVELD et al., 2003; MOHORCIC

Biomédica Tratamento dermatolééico. etal., 2007; WANG et al., 2005;
YOSHIOKA et al., 2007
CAO et al., 2009; FRIEDRICH et al.,
Tratamento do couro; 2005; KONWARKH et al., 2009;
IndUstria Modificac&o de fibras (téxtil); PRAKASH, JAYALAKSHMI,
Detergentes. SREERAMUL, 2010RAI, KONWARH,

MUKHERJEE 2009; XIE et al., 2010;

Bioconversao de residuo ]
gueratinoso para producéo de BALINT et al., 2005
biohidrogénio.

Biomassa
Bioenergia

A industria avicola gera elevadas quantidades dagy&s quais atingem milhdes
de toneladas por ano no mundo. As penas séo cifageem farinha de penas através da cocgao

hidrotérmica sob alta pressao, porém, este pravesda requer elevado gasto energético e o
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produto final é utilizado como suplemento de praeaia dieta animal em uma base limitada,
devido a baixa digestibilidade e valor nutricio(@NIFADE et al., 1998; PAPADOPOULOS
et al., 1986). Em contraposi¢cédo ao tratamento aurigral, 0 processamento biotecnologico
de penas para a producao de racdo animal oferatageas relacionadas ao enriquecimento
proteico porque nao destroi aminoacidos esserei@® forma derivados de aminoacidos nao-
assimilaveis, além de representar uma sensivelogdande energia (DALEV, IVANOV,
LIUBOMIROVA, 1997; ONIFADE et al., 1998). Recentente, Fakhfakh et al. (2012)
verificaram que o hidrolisado proteico de penasdobatravés do cultivo com uma bactéria
queratinolitica apresentou atividade antioxidaimgiciando que este pode ser utilizado como
suplemento de proteinas e de antioxidantes na fagémw da ragdo animal.

Além disso, estudos sugerem que o hidrolisado deasgpee um produto
potencialmente util como fertilizante, devido aortde nitrogénio, que atinge cerca de 15%
(ICHIDA et al., 2001). As enzimas queratinoliticage ndo apresentam atividade colagenolitica
sdo exploradas na industria do couro, particulatengmara o processo depilatério,
representando uma alternativa ao processamentoemciownal o qual utiliza sulfeto
(PRAKASH, JAYALAKSHMI, SREERAMUL, 2010).

Na industria farmacéutica, as queratinases podemtiigadas para aumentar a
permeabilidade de medicamentos nas unhas (MOHORCI&., 2007). Enquanto que na
industria biomédica podem ser utilizadas para aadiegdo de prions, estruturas proteicas que
causam doencas neurodegenarativas fatais em amitamanos (LANGEVELD et al., 2003;
WANG et al., 2005; YOSHIOKA et al., 2007).

As queratinases que apresentam atividade e edtad®liem pH alcalino, baixa a
moderadas temperaturas, compatibilidade com detirge surfactantes possibilitam o seu uso
como aditivo em formulacfes de detergentes (RAINKARH, MUKHERJEE, 2009; XIE et
al., 2010). Também encontra-se aplicacfes na inatsixtil, devido a sua capacidade de
modificar as fibras das proteinas da 1a (KONWARH at, 2009; PRAKASH,
JAYALAKSHMI, SREERAMUL, 2010).

3.3. Micro-organismos queratinoliticos

Apesar das moléculas de queratinas serem altamstdiaeis e resistentes a maioria
das proteases, verifica-se que ndo ha acumulotneerna, confirmando a existéncia de micro-
organismos produtores de enzimas capazes de degrgdaratina (ONIFADE et al., 1998).

Estes micro-organismos sdo chamados de queratioslie podem crescer em diferentes
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condicdes ecoldgicas e ambientais. As enzimas tijugicas tém sido produzidas por fungos
(SANTOS et al., 1996), actinomicetos (BOCKLE, GALBKI, MULLER, 1995) e bactérias,
geralmente isolados de solos onde materiais qonesais sdo depositados (RIFFEL,
BRANDELLI, 2006).

Embora inicialmente estas enzimas tenham sido adtisdem fungos, nos ultimos
anos elas tém sido produzidas e caracterizadasdariptos representados por varios géneros
de bactérias, preferencialmente aquelas com cexdb GRAS Generally Recognized as
Safg. Estes trabalhos levaram ao isolamento de difesegéneros de bactérias, a partir de
residuos das industrias avicolas e do solo emeggacntram, capazes de produzir diferentes
queratinases (DAROIT, CORREA, BRANDELLI, 2009; IdbA et al., 2001; RIFFEL,
BRANDELLI, 2002, 2006; WILLIAMS et al.,, 1990; ZAGHQDUL, AL-BAHRA, AL-
AZMEH, 1998), de um modo que os géneBaillus e Streptomycese destacam pelo alto
potencial queratinolitico (BRESSOLIER et al., 1999AROIT, CORREA, BRANDELLI,
2009; ZAGHLOUL, EMBABY, ELMAHD, 2011).

3.3.1. GéneroBacillus

O géneraBacillus € um dos maiores da microbiologia, com forma dedretes,
Gram-positivos, formadores de esporos, aerobioaraerdbios facultativos, sendo na sua
maioria catalase positivdacillussao micro-organismos com atrativo industrial pusguirem
diversas caracteristicas vantajosas, tais coma:takia de crescimento, levando a um curto
tempo para o cultivo; capacidade de secretar pagepara um meio extracelular e a
certificacdo GRAS fornecida pelo FDBEdod and Drug Administratigrpara algumas espécies
comoBacillus subtilise Bacillus licheniformigSCHALLMEY, SINGH, WARD, 2004).

O géneroBacillus € considerado como um dos maiores produtores renas
industriais, incluindo espécies encontradas narezdu(solo, agua e ar), e algumas como
participante da microbiota intestinal (CHANTAWANNAK et al., 2002; MAURER, 2004).

Dentre os potenciais micro-organismos queratimolti a bactériBacillussp. P45
foi reportada por Daroit, Corréa e Brandelli (20p8)a eficiente degradacéo de penas de frango
(cerca de 90% apds 72 h), producao de proteasestigoéticas extracelulares e também pela
capacidade de reduzir pontes dissulfeto. A proddgaqueratinases por esta cepa em cultivo
submerso foi investigada, onde a maior producaaregiira foi obtida quando se utilizou
farinha de pena como substrato, representando uim aeecultivo de baixo custo para a
producdo de queratinases (DAROIT, CORREA, BRANDELRD11). Esta enzima foi
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purificada através de técnicas de precipitacdoad#io em gel e cromatografia de troca ibnica,
e caracterizada quanto a temperatura e pH étilmdosestes de 55°C e 8,0, respectivamente
(DAROIT et al., 2010).

3.4. Separacéo e purificacdo de proteinas

Na industria biotecnoldgica, apés o cultivo, é s8eaeio que o bioproduto de
interesse seja recuperado e purificado. Esta e@mpmpjal engloba diversas operacdes de
extracdo, concentracdo e purificacdo, € tambémeoiadn comodownstream processing,
podendo representar cerca de 50-90% do custodmdlioproduto dependendo do grau de
pureza requerido (AZEVEDO et al., 2009; DIAMOND, HISL992). Portanto, para a producao
de enzimas ou proteinas comerciais é de extremariémgzia o desenvolvimento de um
processo ddownstreaneficiente e de baixo custo, que consiga atingprr@ndimento e pureza
desejados do bioproduto em questédo, mantendoatisitiade biolbgica.

A escolha do método de purificacdo depende daitacd@io da proteina alvo e da
pureza requerida do produto, a qual também € detadia pela sua utilizacdo. Neste sentido,
tem sido demonstrado que é possivel utilizar ersiataquoso bifasico como etapa inicial de
downstreamuma vez que esta é capaz de separar e concémuitaaeamente a proteina alvo
(ALBERTSSON, 1986; COSTA, PESSOA-JR, ROBERTO, 20RRONER, HUSTEDT,
KULA, 1984).

Apoés a particdo da biomolécula no sistema aqudssibd para uma das fases €
necessario a separacao do polimero e/ou do sdk Bestido, a ultrafiltracdo € um processo
atraente de separagdo por membranas que podeeggado ao sistema aquoso bifasico, uma
vez que podem ser operados em baixas temperataéasextremamente simples do ponto de

vista operacional e em termos de aumento de escala.

3.4.1. Sistema aquoso bifasico

Sistemas contendo duas fases liquidas em equilésrrdinamico sao muito Gteis
para aplicacdes em extracdo e/ou purificacdo deobiipostos (proteinas, enzimas, células,
virus, organelas) presentes em inumeros processoglégicos (CHOUYYOK et al., 2005).
Porém, para aplicacdo desta técnica € necessdtilizacdo de sistemas em que as duas fases
apresentam semelhancas em termos de propriedaiss-dfiimicas com 0 meio aquoso

presente nos seres vivos (SELBER et al., 2004).
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A formacéo do sistema aquoso bifasico é conheaddalo final do século XIX.
Em 1896, Beijerinck descobriu que solugBes aqudsagelatina e agar ou gelatina e amido
soluvel, misturadas em uma dada faixa de temperauwoncentracdo, formavam misturas
turvas que, em repouso, separavam espontaneamermteas fases liquidas limpidas. A fase
mais densa era enriquecida em agar (ou amidoj®esstiperior em gelatina, sendo que a 4gua
era 0 componente majoritario em ambas as fasegmPdoi apenas com os trabalhos de
Albertsson, em meados da década de 50, que ficolerdg a grande potencialidade de
aplicacao destes sistemas na particao/purificagdoaderiais bioldgicos — desde proteinas até
células (DA SILVA, LOH, 2000).

O sistema aquoso bifasico é formado por dois potimeu um polimero e sal
incompativeis em solucdo aquosa (ALBERTSSON, 1886keparacao espontanea das fases
ocorre sempre que concentracdes criticas sdo adslgiresultando em duas fases
(ALBERTSSON, 1970).

Apesar da grande variedade de sistemas de duasdgsesas, a quantidade de
sistemas realmente aplicaveis para extracdo ligigdalo fica reduzida basicamente aos
formados por PEG-dextrana e PEG-sal (fosfato,toiteasulfato) (SINHA, DEY, PANDA,
2000). A fase mais leve é rica em PEG, enquantcadiase mais pesada € enriquecida com
dextrana ou sais. Como o solvente é a agua em aaslfases, entre 70-90%, estes sistemas
fornecem um ambiente ameno para as biomoléculdande mudancas em suas estruturas e
perda da atividade biolégica (SCHMIDT, VENTOM, ASED, 1994). Quando fatores
importantes do ponto de vista industrial, comoaystssibilidade de reciclagem dos reagentes,
tempo de separacdo das fases, possibilidade ddizstéo, atoxicidade, faixa de aplicacao,
elevada seletividade das proteinas sdo considera@®%B composto por PEG-sal prevalece,
uma vez que apresenta baixo custo e menor temgepdeacao das fases, em relacéo ao sistema
PEG-dextrana (RAGHAVARAO, 1995).

Dentre as vantagens desta técnica, destadg-$acilidade em prever scale up
através de ensaios em laboraté(ig; transferéncia de massa e o equilibrio das fases sa
atingidos rapidamente, o que reduz os gastos camgian(ii) os polimeros estabilizam as

enzimas €iv) a separacao é seletiva e rapida.

3.4.1.1. Diagrama de fases
A formacéo das duas fases aguosas depende da taga@erdos componentes do

sistema. O diagrama de fases apresenta a regidofasma e bifasica de acordo com a
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concentracdo de cada componente, expressa em %dp/ito a alta viscosidade das solucdes
poliméricas, que poderiam causar erros caso aeotacdes fossem expressas em volumes
(MINAMI, KILIKIAN, 1998).

A Figura 2 apresenta um diagrama de fases genérde, a abscissa representa a
concentracdo de sal e a ordenada, a concentragimid®ro presente no sistema. O diagrama
é designado pela curva binodal (T-PC-F), a quahrsep area de formacdo de duas fases
aquosas (acima da curva binodal) da area de uraaatpsosa (abaixo da curva binodal). A
posicdo da binodal varia de acordo com o tipo @ssanmolar do polimero, a natureza quimica
do sal, a temperatura e o pH do meio. Existem afites métodos para obtencdo da linha
binodal, sendo geralmente utilizado o de titulac@bidimétrica (ALBERTSSON, 1986).

Figura 2 — Diagrama de fases genérico de um sistema aqufasacb formado por um
polimero e um sal, onde PC é o ponto critico, Mcam@ composi¢céo global do sistema, T

indica a composicéo da fase de topo e F indicarposicao da fase de fundo.
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Fonte: SINHA, DEY, PANDA 2000.

Além dessas informacdes, o diagrama de fases ®eomposicdo exata da fase de
topo e de fundo, sendo que esta informacéao estdh@ade amarracao (linha T-M-F). O ponto
M indica a composicdo global do sistema, enquant® os pontos T e F fornecem as
composicoes exatas das fases de topo e fundo,ctespeente. Todas as misturas com
composicoes globais pertencentes a uma mesmalindaarracao fornecerao fases superiores

com composicdes idénticas, porém com volumes difese O mesmo principio aplica-se as
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fases inferiores. O ponto PC no diagrama de faggesenta o ponto critico, onde a composi¢ao
e 0 volume das duas fases teoricamente séo iaBERTSSON, TJERNELD, 1994).

3.4.1.2. Fatores que influenciam o diagrama de fases

Os principais fatores que influenciam no sistemdades e consequentemente
alteram o diagrama de fases sdo: a massa molavlitoepo e da proteina, a temperatura, a
concentracdo dos componentes do sistema, o ptsieonsi, o tipo de sal, sais dissolvidos e a
concentracdo de proteinas (ALBERTSSON, 1986).

Quanto maior a massa molar do polimero, menor eetracdo necessaria para a
formacgédo de duas fases. Isso significa que a doin@dal desloca-se no sentido da regiéo
monofasica a medida que a massa molar do polimenersta. Para um sistema polimero-
polimero (PEG/dextrana) a curva binodal torna-ska aeez mais assimétrica a medida que a
diferenca entre as massas molares dos polimerosnéain® massa molar do polimero afeta o
tempo de separagédo das fases, mas tal problemaspoaenimizado pela centrifugacéo do
sistema apds a mistura das fases (ALBERTSSON, THERN1994). A massa molar do
polimero afeta também o comprimento da linha deram@o, que tende a aumentar com o
aumento da concentracao dos polimeros (FORCINIALLH KULA, 1991).

A concentragdo dos componentes do sistema podar edeviscosidade e a
densidade do sistema, causando diferengcas no tdmpeparacdo das fases e na razdo de
volumes (ALBERTSSON, 1970).

A temperatura causa influéncia no diagrama de fasés altera a composicao das
fases no equilibrio, desloca a curva binodal e firtaditambém o comprimento da linha de
amarracao. Em geral, o comprimento da linha de raté&ws diminui com o aumento de
temperatura. O seu efeito varia de acordo com @ di@ sistema. No caso de sistemas
PEG/dextrana, a formacdo das fases é facilitadaeemperaturas baixas (menores que a
ambiente) e para os sistemas PEG/fosfato, a sdu@ag@posta, pois temperaturas mais altas e
proximas do ambiente facilitam a separacdo entrlases. O aumento da temperatura no
sistema causa, ainda, em um sistema PEG/sal, ammantoncentracdo de PEG na fase
polimérica e reducédo da sua concentracdo na féisa.dasse efeito € uma das razdes de se

trabalhar com a temperatura do sistema fixa (MINAMIO7).
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3.4.2. Processo de separagao por membranas

Os processos de separacdo por membranas, em sda gnaioria, promovem a
separacao sem que ocorra mudanca de fase. De unefrangeral, uma membrana pode ser
definida como uma barreira que separa duas fagstrmge, total ou parcialmente, o transporte
de uma ou varias espécies quimicas presentesseass @uando o objetivo € a concentragéo, a
fracao retida sera o produto final. Porém, no clspurificacdo, tanto a fracéo retida quanto a
permeada podem conter o produto desejado, depemdsdmpurezas que se quer eliminar
(MULDER, 1996).

Os processos com membranas sao aplicados na seEpadac substancias
termossensiveis, tendo em vista que podem serdgseatemperatura ambiente e a baixas
temperaturas. Além disso, apresentam a vantageserdextremamente simples do ponto de
vista operacional e em termos de ampliagédo dea@BAKER, 2004).

De um modo geral as membranas podem ser classificath duas grandes
categorias: densas e porosas. Tanto as membranaasdgquanto as porosas podem ser
isotropicas ou anisotrépicas, ou seja, podem ouapesentar as mesmas caracteristicas
morfologicas ao longo de sua espessura (FigutdBBERT, BORGES, NOBREGA, 2006).

Figura 3 —Representacdo esquematica da secao transversifatestes tipos de
morfologia de membranas sintéticas.

Membranas Isotr6picas

porosa porosa densa

[\

Membranas Anisotrépicas

densa (integral) porosa densa (composta)

R N R

Fonte: HABERT, BORGES, NOBREGA, 2006

Para que ocorra o transporte de uma espécie attaw#aa membrana € necessario
a existéncia de uma forca motriz agindo sobre amae®s processos comerciais de separacao

utilizam como for¢ca motriz o gradiente de potengaimico e/ou o gradiente de potencial
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elétrico. Como 0s processos com membranas saaagrande maioria, atérmicos, o gradiente
de potencial quimico pode ser expresso apenas enodedo gradiente de pressédo e de
concentracdo (ou de pressao parcial) (PESSOA-JRL KN, 2005).

A morfologia da membrana definira, também, os [peis parametros
responsaveis por sua capacidade seletiva. Assimpregessos que utilizam membranas
porosas, a capacidade seletiva esta diretamenteiads a relagdo entre o tamanho das espécies
presentes e o tamanho dos poros da membrana. Ess€a8o de processos como a
microfiltracéo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo eidlise. Além disso, as espécies presentes devem
ser, na medida do possivel, inertes em relacacaéerial que constitui a membrana (PESSOA-
JR, KILILIAN, 2005).

3.4.2.1. Ultrafiltracéo

Dentre os processos de separacdo com membranasadssta ultrafiltracdo (UF),
gue € uma técnica de fracionamento baseada nardjferde tamanho das macromoléculas
(GHOSH, CUI, 1998). A ultrafiltracdo é comumentdlizada para a recuperacao de
macromoléculas e retencédo de particulas e col@dsgensos, sendo integrada em ambos
processos ddownstreane upstream A ultrafiltragdo tem potencial aplicacdo paraaantrar
proteinas, sistema de troca de tampé&o, clarifinapencdes celulares e esterilizar liquidos
removendo bactérias e virus (CHARCOSSET, 2006).

Estes sistemas podem ser aplicados as moléculagibas, uma vez que operam
em temperaturas e pressoes relativamente baixaspnalve mudanca de fases, minimizando
assim a desnaturacéo desativacdo e/ou degradaeabiagmodutos (ZEMAN, ZYDNEY,
1996). Assim, a UF pode ser aplicada em larga &staito para a purificacdo como para o
polimento de produtos bioldgicos, tais como enzjn@®gas terapéuticas e anticorpos
(GHOSH, CUI, 1998).

A UF emprega membranas microporosas anisotrépasaguais possuem poros
com didmetros variando entre 1 e 500 nm. Assim,lteafiltracdo é capaz de reter
macromoléculas em solucdo sendo, no entanto, peemse®dos os solutos de baixa massa
molar. O tamanho do poro define, em principio aacafade seletiva da membrana. Os
fabricantes utilizam a chamada “massa molar lin(itet off para caracterizar uma membrana
de ultrafiltracdo. O limite de retencdo de uma memd de ultrafiltracdo é definido como o
valor da massa molar de uma macromolécula rejegatd®5% pela membrana (HABERT,
BORGES, NOBREGA, 2006). As membranas de UF sdoawakla partir de uma variedade
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de polimeros, como a polisulfona, polietersulfortelellose regenerada, sendo essas de maior
interesse em aplicag6es biotecnolégicas (VAN RE¥DNEY, 2001).

Na sua forma mais simples, a UF consiste em filtran solucdo sob presséo
através da superficie da membrana, podendo seadspeam escoamento tangencial ou
convencional (Figura 4). Na operacdo do tipo cooweral uma solucdo ou suspensdo é
pressionada contra a membrana. O solvente passangehbrana e o soluto ou materiais em
suspensao sao retidos, acumulando-se proximo #isigpda membrana, fendmeno chamado
polarizacédo de concentracdo. Trata-se de um modpeatacao fundamentalmente transiente,
uma vez que a polarizagcao aumenta sempre. Ngétireangencial, a solugao de alimentacéo
escoa em paralelo a superficie da membrana, emua® o permeado € transportado
transversalmente a esta. A polarizacdo de cong@atreontinua presente, mas € possivel
minimizar seu efeito (PESSOA-JR, KILILIAN, 2005).

Figura 4 — Filtragdo convencional e filtragao tangencial.

Filtrac8o convencional Filtragdo tangencial

Fiuxo de alimentagao Pressac Prezsio

Fluxo de
alimentacao

Membrana

Permeado Permeada

Fonte: MILLIPORE (2003).

Ao se processar uma solugdo ou uma suspensaosseanento da alimentagéo
(filtracdo convencional), o fluxo permeado decredeanodo continuo com o tempo, em um
comportamento tipicamente transiente. Ja na operem@ escoamento tangencial, o que se
observa é uma queda inicial no fluxo permeado evafor estavel de fluxo a seguir,
comportamento tipico de operacdo em regime estatleléd queda inicial de fluxo se deve ao
fendbmeno de polarizagéo de concentracdo, provgealdoretencédo do soluto ou por material

em suspensdo. A polarizagdo de concentracdo quesidiema € operado em fluxo tangencial,
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€ um fendmeno que se estabelece rapidamente, aio i@ operacdo e, uma vez mantida a
velocidade de escoamento, n&do se altera mais agempom (PESSOA-JR, KILILIAN, 2005).

A maior vantagem do processo de biosseparacado Ipafiltacdo sobre os
processos convencionais é o alto rendimento doupso@GHOSH, CUI, 1998). No entanto,
apesar do uso difundido da ultrafiltragdo em preagsomo a filtragcdo e concentracéo, a
potencial utilizacdo desta técnica para o fraciaramde proteinas ainda ndo é explorado pela
indUstria biotecnolOgica. Isto se deve, principaitee pela falta de compreensdo dos
mecanismos de separacdo envolvidos na ultrafittag@ndo estes: interacdo soluto-soluto,
interacdo soluto-membrana, polarizagéo, transpaelominante do soluto (conectivo ou
difusivo), entre outros varios fatores que podemresponsaveis pelo fracionamento das
proteinas (GHOSH, CUI, 2000). Outra caracterigjioalimita o uso industrial do processo de
separacao por membranas € a reducéo do fluxo depdo através da membrana ao longo do
tempo, devido a polarizacdo de concentracdo e stagdes(fouling). A diminuicdo no
desempenho da membrana pode ser revertida em egadatizacdo de concentracdo, porém
o fendmeno de incrustacdes na membrana é irreeérgivincrustacdo € caracterizada por
obstrucéo dos poros devido a adsorcao do solutp@sicao sobre a superficie da membrana e
0s poros (SAXENA et al., 2009). Estes efeitos néaepn ser completamente eliminados, mas
0 uso de algumas estratégias no processo pode izarion

O fracionamento de proteinas utilizando UF é umcgsso complexo e as
condicOes deste sistema como a taxa de cisalhamardaperficie da membrana, a presséao,
resisténcia da membrana, porosidade, morfologiigaale superficie podem afetar o processo
de separacao destes bioprodutos (CHARCOSSET, 28@6)e processo, a obtencdo de boa
resolucdo e alta produtividade é fortemente depd#addas condicbes de operagdo e da
diferenca de tamanho entre as proteinas pres&tEd{H, CUI, 2000).

A UF tem sido utilizada para a recuperacéo de wmaagde compostos, tais como
lisozima a partir de ovos (GHOSH, SILVA, CUI, 200@yoteases e hidrolisados proteicos
provenientes de visceras de peixe (GILDBERG, 1988jeases de atum (LI, YOURAVONG,
H-KITTIKUN, 2006), proteinas do plasma sanguineofd@go (TORRES et al., 2002) e
proteinas do leite (HOLLAND, KACKMAR, CORREDIG, 221

3.4.2.2. Diafiltracao
A diafiltracdo € um modo alternativo de operar stemas de micro, ultra e

nanofiltracdo e mesmo de osmose inversa. A comdinda ultrafiltracdo com a diafiltracéo &
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conhecida como uma técnica de purificacdo efetivdpéda. Na industria de alimentos, a
diafiltracdo é comumente utilizada para purificestpinas de origem vegetal (ASPELUND,
GLATZ, 2010) e animal ou humana (BELHOCINE et 4898; GHOSH, SILVA, CUI, 2000).
Enquanto que na industria biotecnoldgica, € utlézgara concentrar enzimas e remover
peptideos, oligossacarideos, sais e outras imm(¢EDE, LINDBACK, ENFORS, 1989).

Na verdade, a diafiltracdo pode ser entendida aam@rocesso de purificagéo a
volume constante. Industrialmente, a diafiltracadilizada para manter o fluxo do permeado
e melhorar a eficiéncia de extracdo. Neste proctmspao ou agua é adicionado a fracao retida
enquanto que, simultaneamente, ocorre a remocamidosssolutos na fracdo permeada (NG,
LUNDBLAD, GAUTAM, 1976). A diluicdo do extrato ndimentacdo promove a reducao na
concentracdo dos componentes permeaveis, faciit@sdim a sua remocdo atraves da
membrana.

A diafiltrac@o pode ser operada no modo continugdesecontinuo, conforme mostra
a Figura 5. No modo continuo, o diluente € adidgiono retido na mesma vazao do permeado.
Em contraste, no modo descontinuo, o diluente @amdido em etapas a célula em vazdes
iguais ao permeado (FOLEY, 2006).

Figura 5 — (a)Diafiltracdo no modo continuo(b) no modo descontinuo.

Adigdo continua
(a) de solvente
100%
Retido
I— Membrana
Permeado
(b) Adicdo de
Solugdo inicial solvente
100% 100%
Retido X % X% X%
Retido Retido
T Membrana ms= == \embrana Membrana & S m—
Permeado Permeado Permeado

Fonte: CDR (2004).

A diafiltracdo utiliza membranas de ultrafiltracfara separar completamente

acucares, sais, enzimas, polimeros e &cidos dedssluicas em proteinas, pectina ou outras
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macromoléculas, melhorando assim o rendimento ddupo (YAZDANSHENASA et al.,
2005). A diafiltracdo € empregada quando se dediejgnar componentes de menor tamanho

ou de menor massa molar de uma dada mistura.

3.5. Purificacdo de queratinases

As diversas técnicas empregadas para a purificde&peratinases tomam como
base as estratégias utilizadas nas proteasesakaticrobianas. Gupta et al. (2002) ressaltam
gue nao existem regras para a purificacdo de mede®e um modo geral, apos a separacao da
cultura presente no meio de cultivo através derifegacado ou filtracdo, o sobrenadante é
concentrado por técnicas como a precipitacdo gtatsude amoénio e didlise (BALAJI et al.,
2008).

Para as etapas de purificacdo posteriores, a cagédmrde uma ou mais técnicas é
muito usual, dentre as quais no ambito das quasdsmse destacam a combinacgao de diferentes
técnicas, como a cromatografia de troca idnicarenpacdo em gel (BALAJI et al., 2008;
DAROIT et al., 2010; LIN et al., 1992), ndo sendtaea ordem de execucao obrigatdria, porém
atingindo purificacbes na ordem de 20 a 70 vezealt@®custo representado por ambas as
técnicas mencionadas se torna um entrave com oelag&cale upde obtencdo deste
bioproduto; o que sugere e incentiva a busca jgordas eficiente e viaveis para este fim.

Somando-se a isso, a literatura reporta a purdcae proteases alcalinas por SAB.
Porto et al. (2005) extrairam e purificaram umatgase alcalina em sistema composto por
PEG-fosfato de potassio, onde obtiveram fatoreputicacdo na ordem de 2 e 5 vezes e
recuperacédo de 11 e 4% para PEG 550 e 8.000 peectemmente. Klomklao et al. (2005)
investigaram a particdo de uma protease em SABawonpor PEG-sulfato de magnésio (15-
20%, m/m), onde fator de purificacdo na ordem @evézes e 69% de recuperacédo enzimatica
foram obtidos. O particionamento de uma proteasaiah deBacillus subtilisTISTR 25 em
sistemas formados por PEG 1.000-fosfato de potésiséstudado por Chouyyok et al. (2005),
onde a enzima apresentou fator de purificacdo denoide 6 vezes e recuperacdo enzimatica
de 62%. De um modo geral, o sistema aquoso bifésicna etapa de purificacdo primaria, o
gual apresenta fatores de purificacdo da ordem@]6 2ezes e recuperacdes enziméaticas que
variam de 4-69% para proteases alcalinas.

A enzima queratinase dgacillus sp. P45 foi purificada por Daroit et al. (2010),

através das técnicas de precipitacdo com sulfatordmio, seguido por permeacao em gel e
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cromatografia de troca ionica, resultando em fd®purificacdo na ordem de 20,1 vezes e
rendimento enzimatico de 18%.

Cerveira, Sala e Brites (2010) estudaram a pucdicada enzima queratinase
produzida pomBacillus sp. P45 em sistema aquoso bifasico, onde avaliaramfiuéncia da
massa molar do PEG e do pH na particdo enzim&@icistema formado por PEG 1500 Da e
fosfato de potéssio pH 7,0 foi reportado por apreseima combinacao favoravel entre o fator
de purificacdo e a recuperacéo enzimatica, seride @8 1,4 vezes e 69,9%, respectivamente.

A concentracgao e purificacéo por ultrafiltracdoed@ima queratinase dacillus
sp. P45 foi estudada por Severo, Oliveira e Macl{2dbl). A influéncia do pH, da pressao de
operacdo e da massa molar limite da membrana favatadas. As melhores condi¢cbes de
operacao da ultrafiltracao foram obtidas quandcti@e enzimatico (pH 8,0) foi permeado em
uma membrana com massa molar limite de 10 kDaifdii, celulose regenerada) e aplicado
1,5 kgf/lcm? de presséo.

Na literatura existem poucos trabalhos que repodasistema aquoso bifasico
integrado a ultrafiltracdo/diafiltracdo para rea@géo e purificacdo de enzimas (NANDINI,
RASTOGI, 2011; SRINIVAS, BARHATE, RAGHAVARAO, 200ZFANUJA et al., 2000),

sendo estes referentes a enzimas como peroxicageglecosidase, lactoperoxidase.
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MAXIMIZACAO DA PURIFICACAO DE QUERATINASE POR SISTE MA AQUOSO
BIFASICO

RESUMO

Queratinases sdo enzimas proteoliticas com capEcitia degradar a queratina presente em
diferentes substratos queratinosos. Possuem inanaghlcacfes de interesse industrial,
podendo ser empregadas na producéo de peptidepeddina, na degradacao de prions, na
industria farmacéutica, entre outras. Para a a@dliwadesta enzima, é necessario utilizar
métodos de purificacdo que sejam passiveis de apaplide escala, e que apresentam uma boa
resolucdo em termos de fator de purificacdo e nesgio, destacando-se o sistema aquoso
bifasico (SAB). Neste trabalho, a purificacdo daima queratinase produzida ecillussp.

P45 foi maximizada utilizando duas etapas de SABpiimeira etapa de purificacdo, o sistema
formado por 3% de polietilenoglicol 1500 Da, 23%akfato de potassio (pH 7,0) e 8% (m/m)
de NaCl particionou a enzima para a fase de topendb fatores de purificacdo na ordem de
4,4 vezes e recuperacao enzimatica de 87%. A &ag®pd, contendo a enzima de interesse, foi
utilizada em um segundo sistema aquoso bifasicgosta por 36% fase de topo (1° etapa do
SAB), 28% de sulfato de aménio e 36% (m/m) de tantp&-HCI (pH 7,0), promovendo o
particionamento da enzima para a fase de topoilikagfio de duas etapas de SAB para a
purificacdo da enzima queratinase resultou em uior fde purificacdo de 5,6 vezes e
recuperacdo enziméatica de 90%.

Palavras-chave:protease, polietilenoglicol, recuperacao enzinaafiator de purificacao.

ABSTRACT

Keratinases are proteolytic enzymes capable toadegkeratin present in different keratinous
substrates. They exhibit numerous industrial appbbns, can be used to produce keratin
peptides, degradation of prion, pharmaceutical strgu among others. For application this
enzyme, it is necessary use methods of purificaible of scaling up, and have a good
resolution in terms of recovery and purificatiorctta, among this methods stand out the
aqueous two-phase system (ATPS). In this workpthidication of the keratinase produced by
Bacillussp. P45 was optimized by using two steps of ATIR$&e first step of purification, the
system formed by 3% polyethylene glycol 1500 D&o28 potassium phosphate (pH 7.0) and
8% (w/w) NaCl promoted partition of enzyme to tbp phase with purification factors of 4.4-
fold and enzymatic recovery of 87%. The top phasgaining the enzyme of interest was used
in a second step of ATPS composed of 36% top pfidsstep of ATPS), 28% ammonium
sulfate and 36% (w/w) tris-HCI buffer (pH 7.0) paoning of the enzyme to the top phase.
Using two steps of ATPS for keratinase purificatiesulted in a purification factor of 5.6 fold
and enzyme recovery of 90%.

Keywords: protease, polyethylene glycol, enzymatic recoveuyification factor.
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1. INTRODUCAO

As queratinas sdo proteinas insolUveis e estawneisngadas como componente
majoritario da pele e seus apéndices (pelos, pem&ss, cascos, chifres e escamas). Estas
proteinas recalcitrantes sdo produzidas em gramgiemtidades pelo processamento
agroindustrial e geralmente ndo séo degradadas @@ases comuns como a pepsina e tripsina.
Dentre as proteases microbianas capazes de hadraltgieratina encontram-se as queratinases
(BRANDELLI, 2008).

Nos ultimos anos, as queratinases microbianas téafda a atencdo de muitos
pesquisadores na area biotecnoldgica, uma vezagseiem inUmeras aplicagfes de interesse
industrial. As queratinases podem converter a Guaergresente em residuos queratinosos,
produzindo hidrolisados proteicos que podem skradios como suplemento na ragao animal
(ONIFADE et al., 1998) e na producgéo de fertiliz@nhitrogenados (ICHIDA et al., 2001).
Podem ser utilizadas na industria de detergentts ¢Kal., 2010), na industria farmacéutica
(MOHORCIC et al.,, 2007), na depilacdo do couro (RRAH, JAYALAKSHMI,
SREERAMULU, 2010), na degradacao de prions (YOSHA@Kal., 2007), como também na
producéo de peptideos de queratina com atividatitexatante (FAKHFAKH et al., 2012).

Os processos tradicionais de purificacdo de biotntdé geralmente envolvem
muitas etapas, transformando-os em processos leiraisalhosos. Além disso, podem ocorrer
perdas no rendimento final do produto, contribuindeusto final do processo (ZHANG et al.,
2007). A industria demanda de processos de puwéwale proteinas rapidos e econémicos,
passiveis do aumento de escala e que permitaneagalot de produtos com alto rendimento e
pureza. O sistema aquoso bifasico (SAB) é um ddsdué de purificacdo que atende todos
esses critérios, uma vez que o seu ambiente dagdmeé ameno em termos de temperatura e
pH, apresenta facilidade em prever o aumento da&lagsé um processo rapido, o material
utilizado é de baixo custo e as condi¢cdes operatsaninimizam a desnaturacédo das proteinas
(ANDERSSON, HAHN-HAGERDAL, 1990; CHEN E LEE, 1995).

O SAB é um método seletivo utilizado para purifibemoléculas formado pela
mistura de duas solu¢cfes aquosas incompativeis;daio polietilenoglicol (PEG) e dextrana
ou PEG e sal (ALBERTSSON, 1986). Quando uma solagétendo biomoléculas é misturada
no SAB, ela se particiona desigualmente entre sesfé adicdo de sais, 0s quais nao fazem
parte da composicéo inicial do SAB, em sistema®s&oios por polimero-sal € um dos fatores
gue influenciam fortemente a particdo das protgifBOREWS, NIELSEN, ASENJO, 1996),
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sendo o cloreto de sédio (NaCl) o sal mais comuenatilizado em SAB e geralmente sua
concentracdo varia até 15% (m/m) (ANDREWS, NIELSRSENJO, 1996; OELMEIER,
DISMER, HUBBUCH, 2011; ROSA et al., 2009).

Os sistemas formados por polimero sal tem vantagehsionais quando
comparados com aqueles formados por dois polimesosrodutos quimicos sdo econémicos
(os sais, geralmente, mais econdmicos que os puoldne as fases apresentam menor
viscosidade, assim, sdo requeridos tempos menarasseparacao de fases. Portanto, SABs
formados por polimero-sal sdo amplamente utilizg@dwa aplicacdes em larga escala e escala
laboratorial (VEIDE, LINDBACK, ENFORS, 1989; WU at., 2000).

A purificacdo da enzima queratinaseRieillus sp. P45 por SAB compostos por
PEG e fosfato de potassio foi estudada por Cern@aia e Brittes (2010), onde a influéncia da
massa molar do polimero (1500, 4000 e 10000 D&, @H (6,0,7,0 e 8,0) foram avaliados. O
sistema que promoveu a maior purificacdo da entoiineomposto por 17% (m/m) de PEG
1500 Da e 16% (m/m) de fosfato de potassio pHco®, fator de purificagdo na ordem de 1,4
vezes e recuperacao enzimatica em torno de 70%.

Com base nos resultados prévios obtidos por Carvgala e Brittes (2010) e na
lacuna que existe na literatura em termos de pagéio da enzima queratinaseBaeillus sp.
P45 por técnicas que sejam passiveis do aumerdgecdda e que apresentem um bioproduto
com alto rendimento visando aplicagdes industr@aishjetivo deste trabalho foi maximizar a
purificacdo da enzima utilizando duas etapas derse aquoso bifasico. A primeira etapa
consistiu na maximizacgao do sistema aquoso composteEG 1500 Da e fosfato de potassio,
investigando os efeitos da concentracdo de PE@téode potassio e cloreto de sodio no fator
de purificacdo e na recuperacdo enzimatica. Nanskegatapa, o sistema foi composto por
sulfato de amoénio, diluente e fase de topo proveaiela primeira etapa, avaliando-se a

influéncia da concentracdo de sulfato de amonialiéuente.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo submerso

2.1.1. Micro-organismo

A bactéria com comprovada acdo queratinolitBacillus sp. P45 (Figura 1),

cedida pelo Laboratoério de Bioguimica e Microbidéogplicada da Universidade Federal do
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Rio Grande do Sul — UFRGS, foi utilizada para adpgéio da enzima queratinase. O micro-
organismo possui registro no GenBank com o0 numeroadesso AY962474. Uma
caracterizacao parcial baseada no sequenciame®tdMA mostrou que esta cepa enquadra-
se no grupo ddBacillus subtilis micro-organismo reconhecido sob certificacdo GRAS
cultura foi mantida a 4°C em éagar BHI (4dgar infush® cérebro e coracdo) (DAROIT,
CORREA, BRANDELLI, 2009; SIRTORI et al., 2006).

Figura 1 — Micro-organismdacillussp. P45, aumento de 1000 x.

2.1.2. Preparo do in6culo

O indculo foi preparado incubando-se a bactériaagar BHI a 30°C por 24 h. A
cultura foi raspada da superficie do agar e adiclare uma solucéo estéril de NaCl 0,85%
(m/v) até a suspensdo atingir densidade Optica,8ea0600 nm (DAROIT, CORREA,
BRANDELLI, 2011).

2.1.3. Cultivo e extracéo

A enzima foi produzida por cultivo submerso confer Daroit, Corréa e
Brandelli (2011), utilizando farinha de penas caubstrato. O meio de cultura foi composto
por (g.Lh): farinha de penas (43) e MEl (1,9) preparado em meio mineral (NaCl (0,5);
KoHPOy (0,3) e KBPQOs (0,4)). O pH inicial do meio foi ajustado em 7,0 eultivo iniciado
com 1% (v/v) de in6culo. As condig¢des de cultiveafo 30°C, 125 rpm por 48 h. Ao término
do cultivo, o extrato enzimatico com células fairificado através de centrifugacdo (560§
20 min) e o sobrenadante contendo a enzima utdlinad etapas de purificacéo.
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2.2. Purificacao de queratinase por SAB

2.2.1. Sistema aquoso bifasico: primeira etapa

2.2.1.1. Preparo do sistema aquoso bifasico

O sistema aquoso bifasico foi preparado em tub@slugdos, onde foram
adicionados o polietilenoglicol (PEG) 1500 Da, t@mposfato de potassio (40% (m/m), pH
7,0), cloreto de sodio e 4gua, em quantidadesgfigidas, de acordo com o diagrama de fases
descrito por Minami (1997). Os tubos foram homogeuns até a dissolu¢cdo do PEG e foi
adicionado o extrato enzimatico o qual represe@ta gn/m) do sistema total. O sistema foi
centrifugado (5008 g, 30 min) e deixado em repouso até atingir oléxjid entre as fases. Os
volumes das fases de topo e de fundo foram medsdpsrados (ANTELO et al., 2010) e
quantificados quanto a atividade enzimatica e aunaedo de proteina.

Os sistemas controle foram preparados como desariggiormente, com excegao

da adicao do extrato enzimatico, onde este foitgulm por agua.

2.2.1.2. Maximizacao da purificacdo de queratinase

A maximizagdo da particdo da enzima queratinaseeftlizada através de uma
sequéncia de delineamentos experimentais. No pordelineamento composto central (DCC)
23, trés variaveis independentes nomeadas concentdac®EG, concentracdo de fosfato de
potassio e concentracdo de NaCl foram estudad&sreweis com 3 réplicas no ponto central.
Os niveis das varidveis independentes foram detados com base em experimentos

preliminares e estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 —Variaveis independentes, niveis codificados e massdelineamentos.

Nivel
Delineamento Variavel independente
-1,41 -1 0 +1 +1,41

% PEG (m/m) - 1,0 5,0 9,0 -
DCC 2 % Fosfato de potassio (m/m) - 21,0 23,0 25,0 -

% NaCl (m/m) - 0,0 4,0 8,0 -

% PEG (m/m) 3,0 50 10,0 15,0 17,0
DCCR 2

% NaCl (m/m) 0,0 1,2 4,0 6,8 8,0
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No segundo delineamento composto central rotacii@CR) 22, as variaveis
independentes significativas oriundas do primegiingamento (DCC 23) foram avaliadas em
5 niveis com 4 réplicas no ponto central. Os valomalificados e reais, bem como as variaveis
independentes estdo apresentados na Tabela 1céntmatéo de fosfato de potassio foi fixada
em 23,0% (m/m).

A andlise de variancia (ANOVA) dos modelos foi ieadla e a significancia foi
verificada através do teste estatistico de Fidhaegte) e coeficiente de correlacédo (R). Os

parametros com nivel menor de confianga Q,05) foram excluidos, e adicionados ao residuo.

2.2.1.3. Validacdo do modelo
O modelo preditivo obtido no DCCR @i validado nas condi¢es onde apresentou
0 maior fator de purificacéo aliado a maior recapéo enzimatica. Os ensaios foram realizados

em triplicata.

2.2.2. Sistema aquoso bifasico: segunda etapa

2.2.2.1. Preparo do sistema aquoso bifasico

O segundo sistema aquoso bifasico foi formado pdigdo da fase de topo
proveniente do primeiro SAB (30-40% m/m), dilue(@8-40% m/m) e sulfato de amdnio (20-
40% m/m) (YANG et al., 2010) correspondente a cotregéo de estudo. Estes sistemas foram
homogeneizados, centrifugados (500@, 30 min) e deixados em repouso até atingir o
equilibrio das fases. As fases de topo e de fundant medidas, separadas e analisadas em

termos de atividade enzimatica e concentracaoateipa.

2.2.2.2. Influéncia da solucéo diluente e da concentracdo drilfato de amonio

A influéncia da solucao diluente na fase de topmfiao tris-HCI pH 7,0 100 mM
e 4gua) foi avaliada, mantendo-se a concentracéolf#o de amonio fixa em 36% (m/m). Os
ensaios foram realizados em triplicata e avaligstatisticamente pelo tegte

Estabelecida a melhor solucéo diluente, a inflldei concentracao de sulfato de
amonio (20, 24, 28, 32, 36 e 40% (m/m)) foi estaddektes ensaios foram realizados em
triplicadas e tratados estatisticamente atravéandlise de variancia (ANOVA) seguido pelo

teste de Tukey.
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2.3. Determinacdes analiticas

2.3.1. Atividade proteolitica

A atividade queratinolitica foi monitorada utilizhbotse o substrato soluvel
azocaseina, uma vez que a azoqueratina € insalawekio reacional composto por tampéao
tris-HCI. Além disso, Daroit, Corréa e BrandelliO@®) demonstraram que a atividade
proteolitica e queratinolitica do sobrenadanteudiau@ deBacillus sp. P45 nos substratos de
azocaseina e azoqueratina, respectivamente, nawstss relacionadas.

A atividade proteolitica foi determinada utilizanalsubstrato azocaseina 1% (m/v)
em tampao tris-HCI (100 mM, pH 8,0). A mistura lieaal composta por 100L de tampéao
tris-HCI (100 mM, pH 8,0), 30QL de azocaseina e 1QQ de enzima foi mantida em banho
com agitacdo a 40°C por 30 min e finalizada pelgdadde 60QuL de acido tricloroacético
10% (m/v). A mistura foi centrifugada (50803, 20 minutos) e 80QAL do sobrenadante foi
adicionado a 20QL de hidroxido de sodio 1,8 M. A transmitanciafieédida a 420 nm. Uma
unidade de atividade proteolitica (U) é definidenoca quantidade de enzima necessaria para
provocar o aumento de 0,1 unidade de absorvarmiiaas condicdes do ensaio (DAROIT,
CORREA, BRANDELLI, 2009).

Todas as andlises foram realizadas em triplicatay, testes controles para cada
condic¢do, onde o acido tricloroacético foi adicdmanteriormente & enzima.

2.3.2. Proteinas

A concentragdo total de proteinas foi determinaeguisdo metodologia de
Bradford (1976) utilizando azul de Coomassie G-2%bumina de soro bovino como padréo,
com leitura de transmitancia a 595 nm. A atividadpecifica foi expressa em termos de
atividade enzimatica (U) por massa de proteina.(mg)

Todas as analises foram realizadas em triplicata IBvar em conta a interferéncia
dos componentes do sistema (PEG, fosfato de potasslioreto de sédio), testes controles

foram realizados nas fases de topo e fundo na eiasém extrato enzimatico.

2.4. Determinacgéo da eficiéncia do processo
A eficiéncia do processo de extracdo, purificagcdocorcentragdo da enzima
queratinase foi avaliada pelo fator de purifica¢BB) e recuperacdo enzimati¢® Reg

conforme as Equacdes 1 e 2, respectivamente.
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Fp=te (Ea. 1)

ondeAc s ¢ a atividade especifica da fracdo de saida (Y).mfec. € a atividade especifica da
fracdo de entrada (U.ny
%Recz%x 10(¢ (Eq. 2)

ondeAs. é a atividade da fragdo de saida (U'LAc é a atividade da fragdo de entrada

(U.mL); Vs € 0 volume da fragdo de saida (mLYegé o volume da fragdo de entrada (mL).
A razao de volumeé\t) do sistema aquoso bifasico foi determinada peglaEao

3.

V. _Vft.
"V, (Eq. 3)

ondeVx. e V. € 0 volume (mL) da fase de topo e fase de funde egarocesso de purificacéo,

respectivamente.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Purificacdo de queratinase por sistema aquoso bifi@s

3.1.1. Sistema aquoso bifasico: primeira etapa

O sistema aquoso bifasico composto por 17% (m/nPE@ de massa molar 1500
Da e 16% (m/m) de fosfato de potassio pH 7,0 (Biaté\, Tabela 2) foi previamente
estabelecido por Cerveira, Sala e Brittes (20182 papurificacdo da enzima queratinase de
Bacillus sp. P45. A enzima foi particionada para a fasetop®, apresentando fator de
purificacdo de 1,4 vezes, recuperacdo enzimatiodO#o e razdo de volumes igual a 1,8.
Cerveira, Sala e Brittes (2010) verificaram quengloerazdes de volume¥, ] menores foram
utilizadas, a enzima migrou preferencial para a testopo, fendbmeno este nédo observado para
parte dos contaminantes, o que resultou em mdai@es de purificacao.

Em sistemas PEG-sal, a particdo da biomoléculaegrdimada principalmente por
dois fatores: a capacidadalting outna fase de fundo e o limite de exclusédo do polimero
fase de topo. A solubilidade da biomolécula na faseem sal (fase de fundo) diminui com o
aumento da concentracdo de sal, uma vez que aacs entre biomolécula e agua sao
reduzidas, resultando no particionamento da biotntdépara a fase de topo desde que haja
espaco suficiente para acomoda-la, sendo este &mdoonhecido como efeialting out
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Enquanto que, solugBes com polimeros de cadeia ligear formam uma rede, a qual limita
as biomoléculas de acordo com a massa molar quenpes® acomodar nela, e como
consequéncia, a biomolécula tende a particionar péase de fundo. O espaco disponivel para
outras biomoléculas é conhecido como volume daus#ole diminui com 0 aumento da massa
molar do polimero (TRINDADE et al., 2005).

O sistema A (Tabela 2) foi selecionado como pardmetsistemas com razdes de
volumes menores (aumento na concentracédo de galridtdo na concentracdo do polimero)
foram estudados na curva binodal do sistema forrpadd®EG 1500-fosfato de potassio pH

7,0. Estes sistemas estdo apresentados na Figura £sultados obtidos na Tabela 2.

Figura 2 —Diagrama de fases para o sistema aquoso bifagiGolB300 Da-fosfato de
potassio pH 7,0. Onde) representa os dados de Minami (1997%))eépresenta as
concentracoes utilizadas neste trabalho.

45

40 | b
351
30} °

25| °

20 [y

% (m/m) PEG 1500 Da

15| .

10 | \‘O o

% (m/m) Fosfato de potassio



CAPITULO Il — Artigo 1 46

Tabela 2 —Efeito da concentracdo de PEG e fosfato de potéssiator de purificacad-p),
recuperacdo enzimatic#(Reg e razdo de volume¥y).

PEG Fosfato de
Sistema potassio  Fase FP % Rec \Vp Referéncia
% (m/m)

Topo 1,4 69,9 CERVEIRA,

A 17,0 16,0 1,8 SALA,
Fundo 0,3 5,7 BRITES, 2010.
Topo 1,4 65,4

B 10,0 19,0 0,44 Este trabalho
Fundo 0,9 2,0
Topo 1,9 70,6

C 5,0 23,0 0,20 Este trabalho
Fundo 0,2 2,6

Como é possivel observar, a enzima queratinasettigig@ada e concentrada
preferencialmente para a fase de topo, rica em RHE@rtsson (1986) reporta que a fase rica
em PEG - fase de topo — apresenta caracterisithagdbicas e a fase rica em sal — fase de
fundo — caracteristicas hidrofilicas, indicandaraggna afinidade maior da enzima queratinase
por um meio menos polar.

No geral, proteinas carregadas negativamente t€f@réncia pela fase de topo em
sistemas formados por PEG-sal, enquanto que pastearregadas positivamente normalmente
particionam para a fase de fundo. As proteasediresaproduzidas por diversas cepas de
Bacillus e estudas por Chouyyok et al. (2005), Hotha elB@r897) e Sinha et al. (1996), e a
gueratinase estudada por Bach et al. (2012) mastraum comportamento similar,
particionando preferencialmente para a fase de topo

A utilizacdo de uma solucao polimérica de baixaceotracdo (5% m/m) e de baixa
massa molar (1,5 kDa), aliada a alta concentragdosfiato de potassio favoreceu que a enzima
por efeitosalting outmigrasse preferencialmente para a fase de topoiaeto que parte dos
contaminantes migrou para a fase de fundo. Alésodsaumento ou a diminui¢ao do fator de
purificagdo pode ser atribuido ao efeito de comegéiv, o qual é indiretamente representado
pela razdo de volumesA Uma diminuicdo na razdo de volumes implica nagéd do volume
da fase de topo e aumento da fase de fundo (BENESICRITO-PALOMARES, 2004).
Consequentemente, a queratinase, presente nagfaspaj foi concentrada e como resultado
um ocorreu o aumento no fator de purificacdo dangmalvo, devido a elevada afinidade e

permanéncia da queratinase na fase de topo.
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Chouyyok et al. (2005) verificaram que o fator deificacédo de uma protease
alcalina deBacillus subtilisISTR 25 aumentou com a diminuicdo da razdo denwelno
sistema formado por PEG 1000 Da-fosfato de potassjoando um sistema com razao de
volume igual a 0,04 foi utilizado a enzima foi ffigada 6,1 vezes e a recuperagcao enzimatica
foi de 70%.

Quando a razao de volumas)(das fases do sistema foi igual a 0,20 (Sistema C,
Tabela 2), o fator de purificacdo aumentou em ta®@5% quando comparado aos sistemas
estudados por Cerveira, Sala e Brittes (2010), &amqgugue as recuperacdes enzimaticas foram
semelhantes. Além disso, h4 um ganho econdémico,vemague a concentracdo de PEG foi
reduzida cerca de 3,5 vezes. Assim, o sistema ftompar 5,0% de PEG e 23,0% de fosfato de

potassio foi selecionado para a continuidade destalho.

3.1.1.1. Maximizacao da purificacdo de queratinase

A utilizacdo de delineamentos experimentais no $AiBiitada pela curva binodal.
Portanto, primeiramente € necessario encontrar regido na curva binodal onde ocorra o
particionamento da enzima, e em torno desta maamag variaveis envolvidas na purificacao.
A utilizacéo de ferramentas como delineamentosraxpatais € um método convencional para
estudar os efeitos dos parametros envolvidos ntepso de purificacdo. Além disso, permite
estimar os efeitos significativos nas resposta®s, ¢t@mo as suas possiveis interacdes (Porto et
al., 2008).

A estratégia utilizada para atingir a maximizacagudrificacéo foi, primeiramente,
avaliar os efeitos na variacdo da concentracade@ fosfato de potassio e NaCl em torno da
condicdo experimental previamente selecionada (B B500 Da e 23% de fosfato de
potassio pH 7,0) através de um delineamento compestral (DCC) 23 com 3 pontos centrais.
A matriz do delineamento e as respostas obtidas estresentadas na Tabela 3.

Através do DCC 23, pode ser observado que o faguiificacdo variou de 1,0
(Ensaio 5 e 3) até 3,2 (Ensaio 7 e 9), a recuperagdimatica variou de 12,2 (Ensaio 1) a
78,2% (Ensaio 2) e a razdo de volume de 0,03 (&ngpia 0,42 (Ensaio 2). A enzima
queratinase, em todos o0s ensaios, nao particiomsa p fase de fundo. As menores
recuperacdes enzimaticas foram obtidas em sistentisa razao de volumeg) foi inferior
a 0,1. Nesses ensaios, o volume livre disponivisede topo para a solubilizar a enzima alvo

nao foi suficiente, refletindo na baixa recuperag@nimatica.
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Tabela 3 —Matriz do delineamento composto central 23, valopetificados e reais (entre
parénteses), fator de purificacdo na fase de tepp (ecuperacdo enziméatica na fase de topo

(% Reg e razéo de volume¥) do sistema.

PEG Fosfato de potassio NaCl

Ensaio FP % Rec Vr
% (m/m)
1 -1 (1,0) -1 (21,0) -1 (0,0) 1,6 12,2 0,05
2 +1 (9,0) -1 (21,0) -1 (0,0) 1,6 78,2 0,42
3 -1 (1,0) +1 (25,0) -1 (0,0) 1,0 24,8 0,10
4 +1(9,0) +1(25,0) -1 (0,0) 1,3 64,1 0,36
5 -1 (1,0) -1 (21,0) +1 (8,0) 1,0 19,4 0,08
6 +1(9,0) -1 (21,0) +1 (8,0) 3,0 67,5 0,35
7 -1 (1,0) +1 (25,0) +1 (8,0) 3,2 24,5 0,03
8 +1(9,0) +1(25,0) +1 (8,0) 2,8 66,1 0,36
9 0 (5,0) 0 (23,0) 0 (4,0) 3,2 68,7 0,21
10 0 (5,0) 0 (23,0) 0 (4,0) 3,0 67,0 0,21
11 0 (5,0) 0 (23,0) 0 (4,0) 3,0 65,4 0,21

O fator de purificacdoHP) e a recuperacdo enzimatiddef apresentados na
Tabela 3 foram analisados estatisticamente parmastos efeitos de cada variavel

independente sobre as respostas ao nivel de 95%ntlanca (Tabela 4).

Tabela 4 —Estimativa dos efeitos da concentracdo de PEGatfmske potassio e NaCl no

DCC 23 para o fator de purificacdo e a recuperagdaonatica.

Fator de purificacao % Recuperacdo enziméatica
Variavel Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p
PEG 0,5* 0,08 0,028 48,8 * 1,17 <0,001
ngtfg‘;zige 0,3 0,08 0,078 0,5 1,17 0,684
NacCl 11~* 0,08 0,005 -0,5 1,17 0,737

* Efeito significativo p < 0,05)

Conforme apresentado na Tabela 4, verifica-se uonenmento no fator de
purificacdo ao elevar as variaveis do nivel -1 paraivel +1. Dentre os trés fatores,

considerando as faixas estudadas, as variaveismwacdo de NaCl e PEG apresentaram efeito
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estatisticamente significativo ao nivel de 95% diefianca para o fator de purificagédo, sendo
este de 1,1 e 0,5 vezes, respectivamente.

No que diz respeito a recuperacdo enzimatica éiygbsserificar que a
concentracdo de PEG apresentou efeito significgidsitivo, ao passar do nivel -1 (1,0%) para
+1 (9,0%), onde um incremento de 48,8% na recuperagzimatica foi registrado.

A concentracao do polimero e a massa molar afeteomportamento da particdo
da biomolécula no SAB (DIAMOND, HSU, 1992). O efteila concentracdo do PEG no
particionamento depende da enzima. Nitsawang, -Katil e Kanasawud (2006) nao
observaram diferenca na particdo da papaina em &aBsdos por diferentes concentracdes
de PEG 6000 Da e sulfato de amoénio. Entretant@ngaet al. (2011) observaram um efeito
significativo da concentracéo de PEG (15, 20 e gb%mn)) na particdo da protease alcalina em
sistemas formados por PEG 6000 Da e 15% de cieas®dio, sendo que os maiores fatores
de purificacdo e recuperacdes enzimaticas foramdashtjuando concentracdes menores de
PEG foram utilizadas.

A adicao de 4% (m/m) de NaCl na particdo da queaad (Ensaio 9, 10 e 11, Tabela
3), quando comparado ao sistema previamente setelmosem a adicdo de sal (Sistema C,
Tabela 2), provocou um incremento no fator de mpagfo de 61%, enquanto que a recuperacao
enzimatica diminui cerca de 5%.

Com base nos efeitos obtidos no DCC & fim de maximizar a purificacdo de
queratinase por SAB, foi realizado um delineam@&atmposto central rotacional (DCCR) 2
totalizando 12 ensaios (4 fatoriais, 4 axiais edtr@is). A concentracao de fosfato de potassio
foi fixada em 23,0% (ponto central), uma vez qua eso apresentou efeito significativo no
fator de purificagdo e na recuperagdo enzimatigel@s melhores resultados obtidos estarem
no ponto central. As variaveis concentracdo de BB&CI, por apresentarem efeito positivo
no fator de purificacéo e na recuperacao enzimdbcam estudadas em cinco niveis definidos
em fungao dos efeitos obtidos no delineamento iantéx concentragdo de PEG apresentou
um aumento no fator de purificacdo e na recuperagdmnatica, assim a faixa de estudo foi
determinada em 3,0 a 17,0%. E por fim, a conceiralg NaCl, que apesar de influenciar
positivamente no fator de purificacdo, tem comattnte a sua solubilidade, portanto a faixa
de estudo foi mantida (0,0 a 8,0%).

A matriz do DCCR 2com os valores codificados e reais esta apresentadiabela

5, onde também estéo apresentadas as respostisqiztia cada ensaio, bem como, o fator de
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purificacéo predito pelo modelo codificado (Equaddi@ a recuperacgéo predita pelo modelo
codificado (Equacao 5), além dos respectivos deseiativos.

FP = 3,17 - 0,431X, + 0,400 X)’+ 0,57% - 0,38 %)’ (Eq. 4)
% Rec= 78,62+ 11,271% - 5,96 X%)° (Eq. 5)

onde,X1: % PEG (m/m) e: % NaCl (m/m).

O fator de purificagcéo variou de 1,6 (Ensaio 5)Gavzes (Ensaio 7) enquanto que
a recuperacao enzimatica variou de 52,1 (Ensaso8),7% (Ensaio 2), e a razdo de volume
variou de 0,09 (Ensaio 7) a 0,76 (Ensaio 8).



Tabela 5 —Matriz do delineamento composto central rotacigp&lCR) Z, valores codificados e reais (entre paréntesasy, fle purificacio na

fase de topo, recuperacdo enzimatica na fase deetogzdo de volume¥,.

Variaveis Fator de Purificacao % Recuperacédo enzint&ca
=nsaio X1 X2 Experimental Predito Rel[;?i\slgi(()% ) Experimental Predito Relgg\%ic()% ) Vi

1 -1 (5,0) -1 (1,2) 3,0 3,1 -3,3 63,2 61,4 2,8 0,16
2 -1 (5,0) +1 (6,8) 4,3 4,2 2,3 89,7 83,9 6,5 0,19
3 +1 (15,0) -1(1,2) 2,5 2,2 12,0 58,3 61,4 -5,3 600,

4 +1 (15,0) +1 (6,8) 3,2 3,4 -6,2 82,2 83,9 -2,1 610,

5 0 (10,0) -1,41 (0,0) 1,6 1,7 -6,2 52,1 50,9 2,3 ,370

6 0(10,0) +1,41(8,0) 3,4 3,3 2,9 80,1 82,7 -3,2 ,390

7 -1,41 (3,0) 0 (4,0) 4,6 4,6 0,0 80,8 78,6 2,7 90,0
8 +1,41 (17,0) 0 (4,0) 3,3 3,4 -3,0 79,1 78,6 0,6 0,76
9 0 (10,0) 0 (4,0) 3,2 3,2 0,0 80,5 78,6 2,4 0,38
10 0 (10,0) 0 (4,0) 3,2 3,2 0,0 77,8 78,6 -1,0 0,37
11 0 (10,0) 0 (4,0) 3,3 3,2 3,0 78,6 78,6 0,0 0,38
12 0 (10,0) 0 (4,0) 3,0 3,2 -6,7 73,6 78,6 -6,8 60,3

X1: % PEG (m/m) e2: % NaCl (m/m).

TIS T 0By — |1l O1NLIdVD
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Para a verificacdo da validade dos modelos obtidogurificacdo de queratinase
por Bacillus sp. P45 em funcéo das variaveis significativasficadas (Equactes 4 e 5), foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) (Tabela6}le observou-se a validade dos modelos
peloF-teste e coeficiente de correlacéo (R), ao nivélsdé de confianca. A relacdo entrg-o
calculado e d~-tabelado para o fator de purificagéo foi de 1%8es, e 14,4 vezes para a
recuperacdo enzimatica. O coeficiente de correléBddoi de 0,98 e 0,96 para o fator de
purificacdo e a recuperacéao, respectivamente. Queastemente, os modelos obtidos foram
considerados adequados para descrever as supetdiaiespostas para o fator de purificacéo e
recuperacdo da enzima queratinase em funcao dartomgdo de NaCl e PEG. Somando-se a

iss0, os desvios foram relativamente baixos (iofes a 12%).

Tabela 6— Andlise de variancia (ANOVA) para as respostas fde purificacaoRP) e
recuperacio (%ReQ do DCCR 2.

Somados  Grausde Média F calculado R

\l;or!te de  quadrados  liberdade  quadratica

AAAO Fp %Rec FP %Rec FP %Rec FP %Rec FP %Rec
Regressdo 6,17 1247,04 2 1,542 6235 57,1 61,1 0,98 0,9
Residuo 0,19 91,5 7 9 0,027 10,2

Faltade ., 61 4 6

ajuste
Erropuro 0,05 254 3 3

Total 6,36 13385 11 11

Fo,05;4,7 4,12; Fo05; 2.6 4,26

A partir do modelo obtido foi possivel construircasvas de contorno para analisar
as melhores concentracdo de PEG e NaCl para acpgéb de queratinase que conduzem a
um maior fator de purificagcéo e recuperagao. Asaside contorno obtidas estao apresentadas
na Figura 3.

O fator de purificacdo foi afetado significativarteerpor ambas as variaveis,
concentracdo de PEG e NaCl. A concentracdo de Bp@ksentou um efeito significativo
positivo mais pronunciado, sendo que ao passariwd 11 (1,2%) para o nivel + 1 (6,8%)
ocorreu um aumento de 1,14 no fator de purificaCa@feito da concentracdo de PEG foi
negativo, ao passar no nivel -1 (5,0%) para o n#le(15,0%), diminuiu 0,86 o fator de
purificacdo. Assim, a curva de contorno para orfd® purificacdo (Figura 3a) sugere que

guando séo associadas altas concentracdes de 4aGl 8,0% (m/m)) e baixa concentracao
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de PEG (3,0 (m/m)) a purificacdo da enzima é fasideeobtendo fatores de purificagdo de até

4.5 vezes.

Figura 3 — (a)Curva de contorno para o fator de purificacb)aecuperacdo enzimatica.
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E possivel verificar que a recuperacdo enzimaticaignificativamente afetada
pela concentracéo de NaCl, onde a mudanca do-tipaka o nivel +1 resultou em um aumento
de 22,5%. A concentracdo de PEG nédo exerceu imflaéra recuperacdo enzimatica (Figura
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3b) sendo esta exclusivamente dependente da comg@mie NaCl, onde altas concentracbes
(6,8 — 8,0% (m/m)) favorecem a recuperacéo da enzm torno de 80%.

Neste planejamento (DCCR 22), a adicdo de Na@i fator que apresentou maior
influéncia na purificacdo e recuperacao da enzioeaiinase. Asenjo et al. (1994) reportam
gue a resolucéo do SAB aumenta com a concentracBia@l. A adicdo de um sal, o qual ndo
faz parte da formacdo inicial das fases no SABaaleparticionamento das proteinas através
da distribuicdo diferencial dos ions do sal nassdiases, alterando assim as interacdes
hidrofilicas, hidrofébicas (HACHEM, ANDREWS, ASENJO1996) e eletrostaticas
(JOHANSSON, 1974) entre as proteinas e os compesémmadores das fases. Em sistemas
formados por PEG-sal, a adicdo de NaCl aumentdrafbbicidade das fases, promovendo a
particdo das proteinas mais hidrofobicas paraeadasopo (ASENJO et al., 1994).

Em geral, diferentes tipos de sais apresentamediies ions com diferentes
afinidades para as duas fases, resultando em ugaarfmtriz que conduz a particdo desigual
dos ions entre as fases. A forca motriz eletroqueimmio particionamento é explicada pela
formacédo de uma diferenca de potencial eletrost&bre a interface (JOHANSSON, 1974;
SARAVANAN et al., 2008). Esta diferenca de potehéariada pelas diferentes afinidades
dos ions nas duas fases. A diferenca de potemeisdgatico ird afetar a separacéo de proteinas
ou outras moléculas carregadas presentes no si6ERAVANAN et al., 2008).

Asenjo et al. (1994), Miranda e Casconc (1994)hefdt et al. (1994) relatam que
as proteinas hidrofobicas podem ser separadasrgéonente dos seus contaminantes em
sistemas formados por PEG-sal com a adicdo deDé&egrh/m) de NacCl.

Lahore et al. (1995) verificaram que a adicao d€IN&,7% (m/m)) aumentou o
coeficiente de particdo de uma protease aciddaber bacilliformisde 1,1 para 35 em sistemas
formados por PEG 3350 Da-fosfato de potassio. Mrlgimet al. (2012) reportam que a adicao
de 4,5% (m/m) de NaCl afetou significativamenteadipdo da protease alcalina proveniente
da casca de manga para a fase de topo em sistemmeaslds por PEG 8000 Da-dextrana.

A adicdo de sais ao SAB diminui a atividade de &tpu#ase de fundo devido ao
aumento na concentracao de sal e assim, a praidioédbica € excluida dessa fase (LAHORE
et al. (1995). Portanto, na presenca de NaCl, eatjnase foi recuperada e purificada na fase
de topo, e como consequéncia os seus contamirfaraes transferidos para a fase de fundo.
Além disso, o cloreto de sédio é um sal ndo tégiquortanto, pode ser utilizado para modificar

0 processo de particdo sem afetar o destino fmatiizacao da enzima.
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Considerando que a utilizacdo de concentracdesaadam8% (m/m) de NacCl
provoca a precipitacdo deste sal no SAB e em @lagdPEG nado é interessante estudar
concentracdes abaixo de 3,0% pela proximidade Wa &inodal e consequentemente resultar
na nao formacao de duas fases aquosas, foi possingiderar maximizada a particdo da

enzima queratinase no SAB composto por PEG 150f§&fato de potassio pH 7,0.

3.1.1.2. Validacdo do modelo DCCR 22
Considerando que o fator de purificacdo e a reaggersao os dois fatores mais

importantes no processo de purificacdo, a sobrgpmsdas curvas de contorno destes
parametros na presenca de 23,0% (m/m) de fosfgtotdssio foi analisada e esta apresentada
na Figura 4.

A éarea destacada na Figura 4 € 0 espaco experimgo® apresenta
simultaneamente o melhor fator de purificacdo eperacdo enzimatica obtida pelo modelo.
A sobreposicéo das curvas de contorno indica daepatificacdo e recuperacdo podem ser

obtidas quando o sistema aquoso bifasico € compost®,0% PEG e 6,8 — 8,0% de NacCl.

Figura 4 —Sobreposi¢cao das curvas de contorno para o fatourfecacao EP) e
recuperacdo enzimatic#(Re¢ em funcdo da concentracdo de PEG e NaCl.
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Dois sistemasl) 3,0% PEG e 8,0% NacCl(2) 3,0% PEG e 6,8% NaCl com baixas
concentracOes de PEG e altas concentracdes ddddailselecionados para validar o modelo.

As respostas obtidas estdo apresentadas na Tabela 7

Tabela 7 —Fator de purificacdo e recuperagdo enzimatica erpatal e predita com o

respectivo desvio relativo na validacéo do DCCR 2

Variaveis Fator de purificacdo % Recuperacao ertma
Ensaio Desvio Desvio V/,
X1 X2 Predito Experimental relativo Predito Experimentatelativo

(%) (%)
1 -1,41(3,0+1,41(8,0) 4,7 4,4 +0,2 -6,8 83,2 87,0+5,84,3 0,10
2 1,41 (3,0) +1(6,8) 4,8 45+0,3 -6,6 834 86,8+2,139 0,10
X1: % PEG (m/m) e X2: % NaCl (m/m).

Verifica-se uma proximidade entre resultados expentais obtidos na validacao
do DCCR 22 (Tabela 7) e os preditos pelo modelo desvios relativos médios inferiores a
7% nos dois sistemas validados para ambas as taspoxlicando assim, que o modelo é
preditivo e significativo. O sistema composto pér @& PEG, 23% de fosfato de potassio e 8%
de NaCl, o qual fornece fatores de purificacdondem de 4,4 vezes e recuperacdo enzimatica
de 87,0%, foi selecionado e utilizado para a coidiede do trabalho.

O SAB tem sido utilizado para a purificacdo dergifdes compostos como enzimas
(BABU, RASTOGI, RAGHAVARAO, 2008), horménios (HE etl., 2005) e antibibticos
(MOKHTARANI et al., 2008). No que diz respeito atxcdo e purificacdo de proteases, a
literatura reporta diferentes sistemas sendo os coanuns formados por PEG-citrato de sddio
(BACH et al., 2012, PORTO et al., 2008; SARANGIatt 2011), PEG-sulfato de aménio
(BACH et al., 2012; NITSAWANGA, HATTI-KAUL, KANASAWUD, 2006), PEG-fosfato
de potassio (CHOUYYOK et al., 2008; SARANGI et @011), PEG-fosfato de sddio
(PERCIN, MADAREV-POPOVIC, RADULOVIC-POPOVL, 2009) e PEG-sulfato de
magnésio (KLOMKLAO et al., 2005; NALINANON et al2009). A extracdo e purificacao
destas enzimas proteoliticas de diferentes origgagés dos mais variados sistemas de duas
fases aquosas proporcionou fatores de purificagéwariam de 2,6 a 7,4 vezes e recuperagdes
de 68 a 131%.

Nesta primeira etapa de purificacdo da enzima tjnase deBacillussp. P45 por
SAB foi possivel incrementar o fator de purificagha recuperacdo enzimatica avaliando as

variaveis concentracao de PEG, fosfato de potéssiaCl. Ao comparar os resultados obtidos
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(Ensaio 1, Tabela 7) com o sistema previamenteisekdo (Sistema C, Tabela 2), é possivel
verificar que o FP passou de 1,9 para 4,4 vezes@iperacao enzimatica de 70,6 para 87,0%.
Dessa forma, a utilizacdo do sistema aquoso bifgsaca a purificacdo de queratinase se

apresenta como uma técnica viavel para procestiod\agis em larga escala.

3.1.2. Sistema aquoso bifasico: segunda etapa

3.1.2.1. Influéncia da solucao diluente e da concentracao dilfato de amonio

Quando se objetiva um fator de purificacéo e re@ga@® maiores e/ou a migragao
da enzima para a fase de fundo é possivel submétese de topo para um segundo sistema
aquoso bifasico (MINAMI, KILIKIAN, 1998; YANG et a)] 2010). A adicdo de trés sais —
NaCl, NH,Cl e (NH:).SOQy — para a formagéo do segundo sistema aquosodoifdsipurificacao
de esterase foi estudada por Yang et al. (20189losgue o sistema formado pela fase de topo
proveniente do primeiro SAB (PEG 1000 Da-fosfatosddio) e 6% (m/m) de (NHESOu
promoveu a particdo da enzima para a fase de f@mo. base neste trabalho, o sal sulfato de
amonio foi selecionado para compor o segundo SAR parificacdo da enzima queratinase.
Além disso, 0 novo sistema aquoso bifasico foi costgp ainda pela fase de topo proveniente
da primeira etapa e um diluente.

Para que ocorresse a formacédo de duas fases afpiosasessario a adicdo de um
diluente, uma vez que a fase de topo provenient&ideira etapa do SAB possui um baixo
teor de agua disponivel para a interacao sal-&midiluentes testados foram agua destilada e
tampao tris-HCI pH 7,0 100 mM. Os sistemas foramm#mos por 32% (m/m) de fase de topo
(1° etapa), 32% (m/m) diluente e 36% (m/m) de solfe amodnio. Os resultados obtidos estao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 —Influéncia do diluente no fator de purificagdo e@euperacéo enzimatica na

segunda etapa de purificacao.

Diluente Fator de purificacao % Recuperacao enzintica
Agua destilada 1,6 +04 92 + 1°
Tampao tris-HCI pH 7,0 a a
100 mM 1,5+£0,1 99+1

Letras iguais nas colunas ndo diferem estatistingereo nivel de 95% de

confianca (test®.
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Conforme apresentado na Tabela 8 o diluente ndaeirdiou no fator de
purificagdo, porém alterou a recuperacdo enzimd@nzima queratinase ndo migrou para a
fase de fundo destes sistemas, portanto, a re@dfizerdeve estar relacionada com a
desnaturacao enzimatica. Pode-se observar que @teamgdo foi utilizado como diluente, a
enzima foi menos susceptivel a desnaturacdo quasmdparado ao diluente agua destilada.
Isso provavelmente ocorreu, pois quando se utilmtampao com pH 7,0 as variagbes de pH
foram insignificantes, uma vez que a primeira etlppurificacdo também foi realizada em pH
7,0. Somando-se a isso, ndo ha diferenca signvacat atividade enziméatica quando diluida
em pH 7,0 e 8,0 (dados ndo mostrados). Dessa forsistema composto por tampéao tris-HCI
pH 7,0 100 mM forneceu fator de purificacdo na ordde 1,5 e recuperacdo enzimatica
préxima a 100% na segunda etapa de purificacéo.

Estabelecido o melhor diluente, tampé&o tris-HCIH8l 100 mM, a influéncia da
concentracéo de sulfato de amonio (20, 24, 283@82,40% (m/m)) foi avaliada e as respostas
obtidas estao apresentadas na Tabela 9.

O primeiro sistema aquoso bifasico (3% PEG, 23%afosle potassio e 8% NaCl)
foi reproduzido, resultando em um fator de purg@a na ordem de 4,6-5,2 vezes e
recuperacoes na ordem de 97 a 100%. A fase de ¢optendo a enzima, foi utilizada para
verificar a influéncia da concentracao de sulfa@iohonio na segunda etapa de purificagao por
SAB.

Tabela 9 —Influéncia da concentracéo de sulfato de amoénifatow de purificacdo e na

recuperacdo enzimatica durante a segunda etapaitieggéo.

Composicéo do sistema % Recuperagéao

Fator de purificacdo

% (m/m) enzimatica
gg?;ﬂ;‘?&o ( loT g{)aopa) tTr:isml—ﬁ) glo Etapa Global Etapa Global
20 40 40 1,0  32%0,2 76x4° 76+4°
24 38 38 1,1+0,4 34+0,2 80+F 81zx13P
28 36 36 1,8+0,2 56+03 100+6* 9052
32 34 34 1,7+0,4° 56+0,12 98+3* 8832
36 32 32 1,6+02 53+022 93+42P 84+43Pb
40 30 30 1,7+0,2P 53+0,3* 85+6™° 76+6°

Letras iguais nas colunas néo diferem estatistingerao nivel 95% de confianca (teste de

Tukey). * Nao houve desvio padrao
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Neste segundo SAB, a enzima queratinase ndo migmoa a fase de fundo,
permanecendo na fase rica em PEG — topo. Em coacéas iguais e inferiores a 16% (m/m)
de sulfato de aménio ndo ocorreu a formacéo defdsas aquosas.

Concentragbes de (NHSQ; na ordem de 20 e 24% (m/m) n&o favoreceram a
particdo da enzima queratinase em relagcdo aosneimr@ates, uma vez que os fatores de
purificacéo globais (3,2 e 3,4 vezes) foram inf@soao da primeira etapa de purificacao (4,6),
além de apresentarem fatores de purificacdo da e@mprdem de uma unidade.

A enzima foi preferencialmente particionada erag@&b aos demais componentes
do extrato enzimatico quando concentracdes na t#x28-36% (m/m) de sulfato de aménio
foram utilizadas. Por questdes econdmicas, o sesfermado por 28% (m/m) de sulfato de
amonio foi considerado para particdo da enzimanulat fatores de purificacdo na ordem de
1,8 (etapa) e 5,6 (global) vezes e recuperaco@d@éetapa) e 90% (global).

N&o sao encontrados muito registros que reportetiizacdo de duas etapas de
SAB para purificacdo de proteinas. Yang et al. @2@urificaram esterase por duas etapas de
SAB, na primeira etapa do SAB (PEG 1000 Da-fosflt@ddio) a enzima migrou para a fase
de topo, enquanto que na segunda etapa (PEG 108@sfato de sodio e 6% (m/m) de
(NH4)>SQy) a enzima foi particionada para a fase de fundte processo resultou em um fator
de purificagéo de 18,5 vezes e recuperacéo de 83,2%

Glicoamilase foi purificada por Minami e Kilikiad998) utilizando duas etapas de
SAB. O sistema inerente a primeira etapa foi cortqppsr PEG 4000 Da, onde a enzima
migrou para a fase de fundo. A fase de fundo foirmtida a segunda etapa de purificacao por
SAB contendo PEG 1500 Da, resultando no aumenfatdo de purificagéo da glicoamilase
em trés vezes.

Embora a enzima queratinase nédo tenha particiopadoa fase de fundo, houve
um aumento no fator de purificacdo e na recuperagamnatica, portanto a segunda etapa do
SAB foi eficiente para promover a purificacdo glola enzima. O esquema do processo de
purificacdo global da enzima queratinase est4 eptado na Figura 5.
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Figura 5 —Diagrama esquemaético para a purificagdo de quasstideBacillussp. P45.
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A utilizacdo de duas etapas de purificacdo por $AIporcionou um incremento
no fator de purificagcdo e na recuperacdo enzimateaaproximadamente 200% e 28%,
respectivamente, quando comparado ao sistema ifBséema C, Tabela 2). O presente estudo
€ 0 primeiro a reportar a extracao e a purificalgienzima queratinase Bacillus $. P45 por
duas etapas de sistemas aquosos bifasicos, redorgae a utilizacdo deste processo € uma
alternativa viavel em etapas preliminares de sepataprincipalmente no que se refere a
minimizagdo do tempo de operacgdo e redu¢do no midecetapas. Além disso, € passivel de

aumento de escala.
4. CONCLUSAO

A enzima queratinase foi purificada por duas etajgasistemas aquosos bifasicos.
A primeira etapa de purificacdo foi maximizada ondestema formado por 3% de PEG, 23%
de fosfato de potassio e 8% de NaCl promoveu &fantla enzima para a fase de topo, obtendo
fator de purificacdo na ordem de 4,4 vezes e 87%¢aeeracdo enzimatica. Na segunda etapa
de purificagéo, o sistema foi composto por 36%0ge proveniente da primeira etapa, 36% de
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tampao tris-HCI 100 mM pH 7,0 e 28% de sulfato ad@io. A enzima foi particionada para

a fase rica em PEG, onde fatores de purificac&mrdem de 1,8 (etapa) e 5,6 (global) vezes e
recuperacdes de 100% (etapa) e 90% (global) folatidas. O SAB se mostrou uma técnica
alternativa frente aos processos convencionais ggrarificacdo da enzima queratinase de

Bacillussp. P45, principalmente quando um alto grau dezauda enzima néo é requerido.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBERTSSON, P.A. Partitioning of cell particles and macromolecules:
Separation and purification of biomolecules, cell manelles, membranes and cells in
aqueous polymer two phase systems and their use iniochemical analysis and
biotechnology.New York: John Wiley and Sons, p.346, 1986.

ANDERSSON, E.; HAHN-HAGERDAL, B. Bioconversionsagueous two-phase
systemsEnzyme and Microbial Technology,v.12, n.4, p.242-254, 1990.

ANDREWS, B.A.; NIELSEN, S.; ASENJO, J.A. Partitiogi and purification of
monoclonal antibodies in aqueous two-phase syst8mseparation, v.6, n.5, p.303-313,
1996.

ANTELO, F.S.; ANSCHAU, A.; COSTA, J.A.V.; KALIL, S. Extraction and
purification of C-phycocyanin fror8pirulina platensisn conventional and integrated aqueous
two-phase system3ournal of the Brazilian Chemical Societyv.21, n.5, p.921-926, 2010.

ASENJO, J.A.; SCHMIDT, A.S.; HACHEM, F.; ANDREW, B. Model for
predicting the partition behaviour of proteins iguaous two-phase systenixurnal of
Chromatography A, v.668, n.1, p.47-54, 1994.

BABU, B.R.; RASTOGI, N.K.; RAGHAVARAO, K.S.M.S. Ligid-liquid
extraction of bromelain and polyphenol oxidase gisiqueous two-phase syste@hemical
Engineering and Processingy.47, n.1, p.83-89, 2008.

BACH, E.; SANT'ANNA, V.; DAROIT, D.J.; CORREA, A.F-.; SEGALIN, J.;
BRANDELLI A. Production, one-step purification, araharacterization of a keratinolytic
protease fronSerratia marcescern3.Process Biochemistryy.47, n.12, p.2455-2462, 2012.

BENAVIDES, J.; RITO-PALOMARES, M. Bioprocess intefisation: a potential
aqueous two-phase process for the primary recoseBrphycoerythrin fromPorphyridium
cruentumJournal of Chromatography B, v.807, n.1, p.33-38, 2004.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for tlyiantitation of
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye bindingAnalytical
Biochemestry,v.72, p.248-254, 1976.

BRANDELLI, A. Bacterial keratinases: useful enzymésr bioprocessing
agroindustrial wastes and beyoriebod and Bioprocess Technologw.1, n.2, p.105-116,
2008.

CERVEIRA, G.P.; SALA, L.; BRITES, M.L.Purificacdo de uma protease
queratinolitica de Bacillus sp. P45 utilizando sistema aquoso bifasic@010. 41 f. Trabalho
de concluséo de curso (graduacao) — Engenharidisiemtos, Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande, 2010.

CHEN, J.P.; LEE, M.S. Enhanced productiorSeiratia marcescenshitinase in
PEG/dextran aqueous two-phase systdemzyme and Microbial Technology v.17, n.11,
p.1021-1027, 1995.



CAPITULO Il — Artigo 1 62

CHOUYYOK, W.; WONGMONGKOL, N.; SIWARUNGSON, N
PRICHANONT, S. Extraction of alkaline protease gsan aqueous two-phase system from
cell freeBacillus subtilisTISTR 25 fermentation brotiProcess Biochemestryv.40, n.11, p.
3514-3518, 2005.

DAROIT, D.J.; CORREA, A.P.F.; BRANDELLI, A. Kerataiytic potential of a
novel Bacillus sp. P45 isolated from the Amazon basin fBlaractus mesopotamicus.
International Biodeterioration and Biodegradation, v.63, n.3, p.358-363, 2009.

DAROIT, D.J.; CORREA, A.P.F.; BRANDELLI, A. Produoh of keratinolytic
proteases through bioconversion of feather me#h®yAmazonian bacteriuBacillussp. P45.
International Biodeterioration and Biodegradation, v.65, n.1, p.45-51, 2011.

DIAMOND, A.D.; HSU, J.T. Aqueous two-phase systerits biomolecule
separationAdvances in Biochemical Engineering/Biotechonology.47, p.89-135, 1992.

FAKHFAKH, N.; GARGOURI M.; DAHMEN, I.; SELLAMI-KAMOUN, A,
FEKI, A. E.; NASRI M. Improvement of antioxidant fgmtial in rats consuming feathers
protein hydrolysate obtained by fermentation of kkeatinolytic bacteriumBacillus pumilus
Al. African Journal of Biotechnology, v.11, n.4, p.938-949, 2012.

HACHEM, F.; ANDREWS, B. A.; ASENJO, J. A. Hydrophichpartitioning of
proteins in aqueous two-phase systdamzyme and Microbial Technologyyv.19, n.7, p.507-
517, 1996.

HE, C.; LI, S.; LIU, H.; LI, K.; LIU F. Extractiomf testosterone and epitestosterone
in human urine using aqueous two-phase systemsro€ iliquid and salt.Journal of
Chromatography A, v.1082, n.2, p.143-149, 2005.

HOTHA, S.; BANIK R.M. Production of alkaline protea by Bacillus
thuringiensisH 14 in aqueous two-phase systerdsurnal of Chemical Technology &
Biotechnology,v.69, n.1, p.5-10, 1997.

ICHIDA, J.M.; KRIZOVA, L.; LEFEVRE, C.A.; KEENER, IM.; ELWELL,
D.L.; BURTT-Jr, E.H. Bacterial inoculum enhancessdtim degradation and biofilm formation
in poultry compostJournal of Microbiological Methods, v.47, n.2, p.199-208, 2001.

JOHANSSON, G. Effects of salts on the partitiopaiteins in aqueous polymeric
biphasic system#cta Chemica Scandinavica Bv.28, n.8, p.873-882, 1974.

KLOMKLAO, S.; BENJAKUL, S.; VISESSANGUAN, W.; SIMPSN, B.K.
KISHIMURA, H. Partitioning and recovery of protes&from tuna spleen by aqueous two-
phase system®rocess Biochemistryv.40, n.9, p.3061-3067, 2005.

LAHORE, H.M.F.; MIRANDA, M.V.; FRAILE, E.R.; BONINO M.J.B.J;;
CASCONE, O. Partition behaviour and purificationad¥lucor bacilliformisacid protease in
agueous two-phase systerRsocess Biochemistryv.30, n.7, p.615-621, 1995.

MEHRNOUSH, A.; TAN, C.P.; HAMED, M.; AZIZ, N.A.; UNG, T.C.
Optimisation of freeze drying conditions for pueidi serine protease from manddahgifera
indica Cv. Chokanah peel.International Journal of Molecular Science v.13, n.3, p.2939-
2950, 2012.

MINAMI, N.M. Extracéo liquido-liquido aplicada a separacao e puficacdo da
amiloglicosidase1997. 190 f. Dissertacao (Mestrado em Engenharien{@a) — Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 1997.

MINAMI, N.M.; KILIKIAN, B.V. Separation and purifi@ation of glucoamylase in
aqueous two-phase systems by a two-step extradtomnal of Chromatography B, v.711,
n.1-2, p.309-312, 1998.

MIRANDA, M.V.; CASCONE O. Partition behaviour of hseradish peroxidase
isoenzymes in aqueous two-phase poly(ethyleneghptmsphate system®&iotechnology
Techniques,v.8, n.4, p.275-280, 1994.



CAPITULO Il — Artigo 1 63

MOHORCIC, M.; TORKAR, A.; FRIEDRICH, J.; KRISTL, JMURDAN, S. An
investigation into keratinolytic enzymes to enhanoegual drug deliverylnternational
Journal of Pharmaceutics,v.332, n.1-2, p.196-201, 2007.

MOKHTARANI, B.; KARIMZADEH, R.; AMINI, M.H.; MANESH, S.D.
Partitioning of ciprofloxacin in agueous two-phagstem of poly(ethylene glycol) and sodium
sulphateBiochemical Engineering Journa) v.38, n.2, p.241-247, 2008.

NALINANON, S.; BENJAKUL, S.; VISESSANGUAN, W.; KISBMURA, H.
Partitioning of protease from stomach of albacorgat{Thunnus alalungaby aqueous two-
phase system®&rocess Biochemistryv.44, n.4, p.471-476, 2009.

NITSAWANG, S.; HATTI-KAUL, R.; KANASAWUD, P. Purifcation of papain
from Carica papayalatexaqueous two-phase extraction versus two-steppsatipitation.
Enzyme and Microbial Technology v.39, n.5, p.1103-1107, 2006.

OELMEIER, S.A.; DISMER, F.; HUBBUCH, J. Applicatioof an aqueous two-
phase systems high-throughput screening method veduae mAb HCP separation.
Biotechnology and Bioengineeringy.108, n.1, p.69-81, 2011.

ONIFADE, A.A.; AL-SANE, N.A.; AL-MUSALLAM, AA.; AL-ZARBAN, S. A
review: potentials for biotechnological applicasoof keratin-degrading microorganisms and
their enzymes for nutritional improvement of feathand other keratins as livestock feed
resourcesBioresource Technologyv.66, n.1, p.1-11, 1998.

PERCIN, D.M.; MADAREV-POPOVIC, S.Z.; RADULOVIC-POPOVLE, L.M.
Optimization of conditions for acid protease patitng and purification in aqueous two-phase
systems using response surface methodoBigyechnology Letters,v.31, n.1, p.43-47, 2009.

PORTO, T.S.; SILVA, G.M.M.; PORTO, C.S.; CAVALCANTM.T.H.; NETO,
B.B.; LIMA-FILHO, J.L.; CONVERTI, A.; PORTO, A.L.F.PESSOA JR., A. Liquid-liquid
extraction of proteases from fermented broth by RHE@te aqueous two-phase system.
Chemical Engineering and Processingy.47, n.4, p.716-721, 2008.

PRAKASH, P.; JAYALAKSHMI, S.K.; SREERAMULU, K. Pragkction of
keratinase by free and immobilized cells Bécillus haloduransstrain PPKS-2: partial
characterization and its application in featherrddgtion and dehairing of the goat skin.
Applied Biochemistry and Biotechnologyyv.160, n.7, p.1909-1920, 2010.

ROSA, P.A.; AZEVEDO A.M.; SOMMERFELD S.; MUTTER A.AIRES-
BARROS M.R.; BACKER, W. Application of aqueous twbase systems to antibody
purification: a multi-stage approaclournal of Biotechnology,v.139, n.4, p.306-313, 2009.

SARANGI, B.K.; PATTANAIK, D.P.; RATHINARAJ, K.; SAGINDRA, N.M;
MADHUSUDAN, M.C.; MAHENDRAKAR, N.S. Purification ofalkaline protease from
chicken intestine by agueous two phase system lyefhtylene glycol and sodium citrate.
Journal of Food Science and Technology.48, n.1, p.36-44, 2011.

SARAVANAN, S.; RAO, J.R.; NAIR, B.U.; RAMASAMI, TAqueous two-phase
poly (ethylene glycol)-poly (acrylic acid) systeror fprotein partitioning: influence of
molecular weight, pH and temperatuiReocess Biochemistryv.43, n.9, p.905-911, 2008.

SCHMIDT, A.S.; VENTOM, A.M.; ASENJO, J.A. Partitiamy and purification of
a-amylase in aqueous two-phase systeBrzyme and Microbial Technology v.16, n.2,
p.131-142, 1994.

SINHA, R.; SINGH, S.P.; AHMED, S.; GARG, S.K. Pa&dning of aBacillus
alkaline protease in aqueous two-phase systBmsesource Tecnhologyv.55, n.2, p.163-
166, 1996.

SIRTORI, L.R.; CLADERA-OLIVERA, F.; LORENZINI, D.M. TSAI, S.M.;
BRANDELLI, A. Purification and partial characterizan of an antimicrobial peptide produced
by Bacillus sp. strain P45, a bacterium from the Amazon bishrPiaractus mesopotamicus
The Journal of General and Applied Microbiology, v.52, n.6, p.357-363, 2006.



CAPITULO Ill — Artigo 1 64

TRINDADE, I. P.; DIOGO, M. M.; PRAZERES, D. M.; MAROS, J. C.
Purification of plasmid DNA vectors by aqueous tplmase extraction and hydrophobic
interaction chromatographyournal of Chromatography A, v.1082, n.2, p.176-184, 2005.

VEIDE, A.; LINDBACK, T.; ENFORS, S-O. Recovery @fgalactosidase from a
poly (ethylene glycol) solution by diafiltratio=nzyme and Microbial Technology v.11,
n.11, p.744-751, 1989.

WU, Y.T.; PEREIRA, M.; VENANCIO, A.; TEIXEIRA, J. Bcovery of endo-
polygalacturonase using polyethylene glycol-saltesmys two-phase extraction with polymer
recycling.Bioseparation, v.9, n.4, p.247-254, 2000.

XIE, F.; CHAO, Y.; YANG, X.; YANG, J.; XUE, Z.; LUQY.; QIAN, S,
Purification and characterization of four keratesproduced b$treptomycesp. strain 16 in
native human foot skin mediumioresource Technologyy.101, n.1, p.344-350, 2010.

YANG, L.; HUO, D.; HOU, C.; HE, K.; LV, F.; FA, H.LUO, X. Purification of
plant-esterase in PEG1000/N#&Hx aqueous two-phase system by a two-step extraction.
Process Biochemistryy.45, n.10, p.1664-1671, 2010.

YOSHIOKA, M.; MIWA, T.; HORII, H.; TAKATA, M.; YOKOYAMA, T.;
NISHIZAWA, K.; WATANABE, M.; SHINAGAWA, M.; MURAYAM A, Y. Characterization
of a proteolytic enzyme derived fromBacillus strain that effectively degrades prion protein.
Journal of Applied Microbiology, v.102, n.2, p.509-515, 2007.

ZHANG, M.; HUB, P.; LIANG, Q.; YANG, H.; LIU, Y.; WANG, G.L. Direct
process integration of extraction and expanded dobrption in the recovery of crocetin
derivatives fromFructus gardeniaJournal of Chromatography B, v.858, n.1-2, p.220-226,
2007.



ARTIGO 2:

INTEGRACAO DA ULTRAFILTRACAO/DIAFILTRACAO AO SISTEM A AQUOSO
BIFASICO NA PURIFICACAO DA ENZIMA QUERATINASE



CAPITULO V 66

INTEGRACAO DA ULTRAFILTRACAO/DIAFILTRACAO AO SISTEM A AQUOSO
BIFASICO NA PURIFICACAO DA ENZIMA QUERATINASE

RESUMO

A aplicacdo da enzima queratinase exige sua pag#ic por técnicas que sejam eficientes,
econdmicas e passiveis de ampliacao de escalacdedb-se o sistema aquoso bifasico (SAB)
e a ultrafiltracdo (UF). Neste estudo, a ultradgto/diafiltracéo foi integrada ao sistema aquoso
bifasico para a purificacdo da enzima queratinasadillussp. P45. Além disso, avaliou-se a
hidrolise de diferentes substratos proteicos sidlez/asoliveis pela enzima purificada e bruta.
O designl, formado por uma Unica etapa de SAB e diafilwagarificou 4,9 vezes a enzima
queratinase com recuperacdo enzimatica de 69,0guaBio que aesign2, composto por
duas etapas de SAB e diafiltracdo, purificou a raaz6,1 vezes atingindo recuperacao
enziméatica de 56,3%. Durante o processo de da&féty foi possivel separar o polietilenoglicol
da enzima. A enzima purificada pealesign2 apresentou atividade 6tima na temperatura de
50°C, e foi capaz de catalisar com maior efici€admidrélise de substratos proteicos sollveis
e insoluveis quando comparada a enzima brutafipastdo assim a purificacao.

Palavras-chave:diafiltracao, hidrdlise, polietilenoglicol, zimogre.

ABSTRACT

The application of keratinase enzyme requiresutsipation by techniques that are efficient,
economical and able of scaling-up, the aqueousptiase system (ATPS) and ultrafiltration
(UF) stand out. In this study, ultrafiltration/di&dation was integrated with aqueous two-phase
system for the purification of keratinase frddacillus sp. P45. Besides, the hydrolysis of
different soluble and insoluble protein substrégsrude and purified enzyme was evaluated.
The design 1 formed by the onde step of ATPS aaiiltdation, promoted a purification factor
of 4.9 fold with a recovery of 69.0%. While the dgs2, consisting of two steps of ATPS and
diafiltration, the enzyme purified keratinase reatha purification factor of 6.1 fold and
enzymatic recovery of 56.3%. During the diafiltoastj it was possible to separate the
polyethylene glycol of the enzyme. The purified yne (design 2) showed optimum activity
in temperature of 50°C, and was capable most effity catalyzing the hydrolysis of soluble
and insoluble protein substrates when comparech@éoctude enzyme, thus justifying its
purification.

Keywords: diafiltration, hydrolysis, polyethylene glycol, zyigram.
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1. INTRODUCAO

As enzimas proteoliticas catalisam a clivagemidags®des peptidicas nas proteinas,
sendo aplicadas principalmente na industria deesios, detergentes e no processamento do
couro (RAO et al., 2008). As proteases produzidasnpicro-organismos que degradam a
gueratina sdo denominadas queratinases (ONIFADH,et998). Estas enzimas podem ser
utilizadas na industria de detergentes (XIE et24110) e farmacéutica (MOHORCIC et al.,
2007), na depilacdo do couro (PRAKASH, JAYALAKSHMBREERAMULU, 2010). As
queratinases podem converter a queratina presentegduos queratinosos, como as penas,
produzindo hidrolisados proteicos para suplementatg@ ragdo animal (ONIFADE et al.,
1998). Alem disso as queratinases apresentam patteaalegradacao de prions (YOSHIOKA
et al., 2007) e na producéo de peptideos de goemaiim atividade antioxidante (FAKHFAKH
et al. 2012).

As etapas convencionais utilizadas para a puréicagssa enzima (cromatografia
de troca ibnica e de afinidade) sdo dispendiosabalbhosas e consomem tempo, sendo
normalmente adequadas para produzir pequenas dpaesi (GALLO et al., 2005; NAJAFI,
KEMBHAVI, 2005). Por estes motivos existe uma pracarescente por protocolos de
purificagdo mais eficientes, menos dispendiososassipeis de ampliacdo de escala,
destacando-se as técnicas de sistema aquoso ®if8siB) e ultrafiltracdo (UF).

O SAB explora a capacidade exibida por solu¢cdedaite polimeros ou de um
polimero e um sal de se separarem em duas fasesaaqgsempre que certas concentracdes
minimas sejam excedidas (MINAMI, 1997). A enzimartteresse migra para uma das fases,
enquanto que parte dos contaminantes migra passeadposta, promovendo assim a sua
purificacdo. ApOs o processo de purificacdo por S&ABnzima pode ser separada do sal e/ou
do polimero utilizando a ultrafiltracao.

A UF é um processo de separacdo por membranasdbaseaprincipio da
permeacdo seletiva de solutos em membranas sere@esis, poliméricas ou inorgéanicas,
utilizando como forca motriz para a transferén®@anthssa através da membrana a pressao
mecéanica (HABERT, BORGES, NOBREGA, 2006). A UF tesido aplicada para a
recuperacédo de diversos componentes, tais conmntiaa partir da clara do ovo (GHOSH et
al., 2000), proteases proveniente da agua de lavatgesurimi (DEWITT, MORRISSEY,
2002), proteases e proteinas hidrolisadas de asderpeixes (GILDBERG, 1992) e proteinas
do plasma de sangue de frangos (TORRES et al.).2002
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Um modo de operacao da ultrafiltracdo € a diafiica a qual contribui para uma
melhor separacao e € frequentemente utilizadanpali®orar a pureza do soluto. A alimentacao
é diluida com adicéo de solvente (agua ou tampE@)rpduzir a concentracdo de componentes
permeaveis (PEG e sais) e para remové-los, fazesteés permearem através da membrana
(WANG, ZHANG, OUYANG, 2002). Os processos de sepaoa com membranas
proporcionam algumas vantagens como baixo consumaogético, seletividade, sistemas
compactos e facilidade no aumento de escala (ZEMAXDNEY, 1996) e podem ser
combinados com outros processos de separacao.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivegirar a ultrafiltracdo/diafiltracédo
ao sistema aquoso bifasico para purificar a enzjoeatinase dBacillus sp. P45, além de
avaliar a degradacdo de diferentes substratosigustsollveis e insollveis pela enzima

purificada e bruta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo submerso

2.1.1. Micro-organismo

A bactéria com comprovada acdo queratinolitBagcillus sp. P45, cedida pelo
Laboratoério de Bioguimica e Microbiologia Aplicada Universidade Federal do Rio Grande
do Sul — UFRGS, foi utilizada para a producéo danea queratinase. O micro-organismo
possui registro no GenBank com o numero de ace¥862474. Uma caracterizagdo parcial
baseada no sequenciamento 16S rDNA mostrou quesgsignquadra-se no grupaBieillus
subtilis, micro-organismo reconhecido sob certificacdo GRAS8ultura foi mantida a 4°C em
agar BHI (agar infusdo de cérebro e coracdo) (DAR@ORREA, BRANDELLI, 2009;
SIRTORI et al., 2006;).

2.1.2. Preparo do in6culo

O ind6culo foi preparado incubando-se a bactériaagar BHI a 30°C por 24 h. A
cultura foi raspada da superficie do agar e adiclara uma solucao estéril de NaCl 0,85%
(m/v) até a suspensdo atingir densidade Optica ,8ea0600 nm (DAROIT, CORREA,
BRANDELLI, 2011).
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2.1.3. Cultivo e extracéo

A enzima foi produzida por cultivo submerso conferbaroit, Corréa e Brandelli
(2011), utilizando farinha de penas como subst@tmeio de cultura foi composto por (g.L
b: farinha de penas (43) e MEI (1,9) preparado em meio mineral (NaCl (0,5HRQ; (0,3)
e KH2PQs (0,4)). O pH inicial do meio foi ajustado em 7,0 eultivo iniciado com 1% (v/v)
de in6culo. As condi¢bes de cultivo foram 30°C, i@% por 48 h. Ao término do cultivo, o
extrato enzimatico com células foi clarificado @és de centrifugacéo (50803, 20 min) e o

sobrenadante contendo a enzima utilizado nas etigpagrificacao.

2.2. Integracao da ultrafiltracdo/diafiltracéo ao sistena aquoso bifasico
A integracdo da ultrafiltracdo/diafiltracdo ao emt aquoso bifasico foi avaliada
em duas sequéncias d2sign3 conforme apresentado na Figura 1. Ao final deaedpa foi

avaliado o fator de purificacdo e a recuperacaorettica.

Figura 1 — Diagrama esquematico ddssignautilizadosna integracéo da

ultrafiltracao/diafiltracdo ao sistema aquoso hids

Extrato Enzimatico | Extrato Enzimatico |
"""""" 1°SAB ] i 1°sAB
| Uliafilragdo/ | . 2°SAB
. Diafiltragdo | |

Ultrafiltracao/
Diafiltracéo

2.2.1. Remocgéo do polietilenoglicol

Para determinar o numero de ciclos necesséariogparaocao completa/parcial do
polietilenoglicol (PEG) foram realizados ensaiosnséncia do extrato enzimatico. O processo
de ultrafiltracéo foi operado no modo diafiltragiim uma unidade de bancada de volume (til
de 160 mL (Figura 2). A ultrafiltracdo/diafiltracdoi operada utilizando um modulo de
membrana com escoamento tipo convencigkamodulo da membrana foram adicionados 10
mL de uma solucéo de PEG 1500 Da com concentrag@dd g.mt* e 20 mL de tamp3o tris-

HCI nH 7.0. repnresentando dois diavolumes. O siatdmdiafiltracao foi onerado no modo
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descontinuo utilizando uma membrana com massa timige de 10 kDa (Millipore, celulose
regenerada). A cada ciclo foram permeados aproxdmadte 20 mL, o processo foi
interrompido e alimentado com tamp&do em volume ligua volume permeado, e assim
sucessivamente, até parcial/completa remocéo do ®BBtema foi operado a pressédo de 1,5
kgf/cm? e temperatura de 15°C (SEVERO, OLIVEIRA, ®IAADO, 2011). Estes ensaios
foram realizados em triplicata e a concentracd®BE& determinada na entrada, na fracao

permeada de cada ciclo, e no retido.

Figura 2 — Modulo de ultrafiltragdo/diafiltracéo utilizada purificagdo da enzima

gueratinase.

2.2.2. Sistema aquoso bifasico: primeira etapa

O primeiro sistema aquoso bifasico foi composto{jpor 3% PEG 1500 Da, 23%
de fosfato de potassio pH 7,0 e 8% de NaCl. Osraes foram preparados em tubos graduados,
onde foram adicionados o PEG, tampéao fosfato déspmt, NaCl e agua. Os tubos foram
homogeneizados até a dissolucdo completa do PB@&x&ato enzimatico o qual representa
20% (m/m) do sistema total foi adicionado. O sistdmi centrifugado (5008 g, 30 min) e
deixado em repouso até atingir o equilibrio entréages. Os volumes das fases de topo e de
fundo foram medidos, separados (ANTELO et al., 2@&LQuantificados quanto a atividade
enziméatica, concentracdo de proteinas e a concéotde PEG. A fase de topo foi submetida
a etapa seguinte (diafiltracdo ou segunda eta@A&, conforme alesignde estudo (Figura
1).

Sistemas controle foram preparados como descrigsiarmente, com exceg¢ao da
adicdo do extrato enzimético, onde este foi suldttpor agua.
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2.2.3. Sistema aquoso bifasico: segunda etapa

O segundo sistema aquoso bifasico foi composto \mptm36% da fase de topo
(1° etapa do SAB), 36% de tampéo tris-HCI 100 mM fBl e 28% de sulfato de aménio
((NH4)2SQy). Os sistemas foram preparados em tubos graduadds, foram adicionados a
fase de topo, tampé&o tris-HCI e sulfato de amoé@s. tubos foram homogeneizados e
centrifugados (5008 g, 30 min) e deixados em repouso até atingir diego entre as fases.
Os volumes das fases de topo e de fundo foram wedeparados e quantificados quanto a
atividade enzimatica, teor de proteinas e conaogiirde PEG. A fase de topo foi submetida a
etapa de diafiltragéao.

Sistemas controle foram preparados como descrigrianmente, com adi¢cao da

fase de topo sem extrato enzimatico.

2.2.4. Operacao da ultrafiltragao/diafiltracéo

O processo de ultrafiltracao foi operado como desoa sec¢édo 2.2.1. Ao moédulo
de ultrafiltracéo foram adicionados 10 mL de fasé¢apo contendo a enzima juntamente com
20 mL de tampao tris-HCI pH 7,0 100 mM (2 diavolen® sistema de diafiltracdo consistiu
em permear aproximadamente 20 mL, interromper oggsso, e alimentar com tampdo em
volume igual ao volume permeado, e assim sucessiv@naté completar 5 ciclos. A atividade
enziméatica, concentracdo de proteinas e de PE@ fdederminadas nas fracdes de entrada,

permeado de cada ciclo e retido.

2.3. Zimograma

O zimograma foi realizado em gel de poliacrilami@& contendo 1 mg.mide
gelatina a temperatura ambiente, utilizando am®stoaextrato enzimatico bruto e as enzimas
obtidas peloslesignsl e 2, conforme descrito por Daroit, Corréa e Bedin(2009). Apos a
eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com tanmpstHCl 20 mM pH 8,0 contendo 2,5%
(v/v) de Triton X-100 por 30 min, e entdo com 0 medampédo sem detergente por 60 min.
ApoOs 12 h de incubacao a 30°C no ultimo tampéae)| éojcorado com Azul de Coomassie R-
250 e entdo descorado. As bandas de proteases@&paremo zonas claras em um fundo azul

devido a hidrdlise da gelatina.
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2.4. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% codtedodecil sulfato de sédio
(SDS) foi realizada para o extrato enzimatico @ parfracdes dagesignsl e 2 de acordo com
o0 método de Laemmli (1970). As amostras foram mastas em uma razéo (1:3) com tampéao
de amostra contend®mercaptoetanol e aquecidas a 100°C por 5 minieaalgls no gel. A
eletroforese foi realizada a 200 V e 20 mA e agetlado com nitrato de prata. No gel também
foi aplicado o marcador de baixa massa molar (Githieare), que apresenta proteinas na faixa
de 97 a 14,4 kDa (fosforilase b: 97 kDa; alboum@kDa, ovoalbumina: 45 kDa, anidrase
carbonica: 30 kDa, inibidor de tripsina: 20,1 kD& kactoalbumina: 14,4 kDa).

2.5. Efeito da temperatura na atividade da enzima

A influéncia da temperatura na reacdo enzimaticadéderminada através da
atividade enzimética da queratinase purificada gesign2 nas temperaturas de 35°, 40°, 45°,
50°, 55° e 60°C, mantendo-se o pH fixo (tampaeH@3 100 mM pH 8,0) e utilizando como

substrato a azocaseina.

2.6. Degradacédo de substratos proteicos

A aplicacdo do extrato enzimético bruto e da enzimnificada peladesign2 foi
avaliada na degradacéo de diferentes substrattequ® solUveis e insoluveis — albumina de
soro bovino, caseina, farinha de peixes, farinhsatigue, farinha de penas, penas, penas com
tratamento térmico e soro de leite. As penas fomapidas em pequenos fragmentos de
aproximadamente 5 mm. O tratamento térmico aplieadoenas foi de 121°C com pressao de
2,1 atm por 30 min.

A reacdo foi realizada conforme metodologia progesir Daroit et al. (2010) com
pequenas modificacdes. A reacdo consistiu na aded0QuL de enzima (extrato bruto: 196,0
U.mL?; design2: 180,8 U.mLY) em 400uL da suspensdo de substrato (5 mginlA reagdo
foi incubada a 50°C por 1 hora e finalizada pelgdulde 50QuL de acido tricloroacético
(TCA) 10% (m/v). Posteriormente, o meio reaciomaldentrifugado (500& g, 20 min) e o
sobrenadante utilizado para medir a transmitanz&0aam. Para levar em conta a interferéncia
dos substratos, ensaios controle foram realizamhuie a adicdo do TCA foi anterior & adigdo
de enzima. Os resultados foram apresentados concerpagem relativa do substrato que
mostrou maior absorvancia a 280 nm, consideradoocd@®%. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata.
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2.7. Determinac6es analiticas

2.7.1. Atividade proteolitica

A atividade queratinolitica foi monitorada utilizbotse o substrato soltuvel
azocaseina, uma vez que a azogueratina € insalauekeio reacional composto por tampao
tris-HCI. Além disso, Daroit, Corréa e BrandelliO@®) demonstraram que a atividade
proteolitica e queratinolitica do sobrenadanteudtui@ deBacillus sp. P45 nos substratos de
azocaseina e azoqueratina, respectivamente, nawstss relacionadas.

A atividade proteolitica foi determinada utilizanalsubstrato azocaseina 1% (m/v)
em tampao tris-HCI (100 mM, pH 8,0). A mistura tieaal composta por 100L de tampéo
tris-HCI (100 mM, pH 8,0), 30QL de azocaseina e 1@Q de enzima foi mantida em banho
com agitacdo a 40°C por 30 min e finalizada peledadde 60QuL de acido tricloroacético
10% (m/v). A mistura foi centrifugada (50@0y, 20 minutos) e 80QAL do sobrenadante foi
adicionado a 20QL de hidroxido de sodio 1,8 M. A transmitanciafieédida a 420 nm. Uma
unidade de atividade proteolitica (U) é definidenoca quantidade de enzima necesséaria para
provocar o aumento de 0,1 unidade de absorvarmiaas condi¢cdes do ensaio (DAROIT,
CORREA, BRANDELLI, 2009).

Todas as analises foram realizadas em triplicata, testes controles para cada
condicao, onde o &cido tricloroacético foi adicdmanteriormente a enzima.

2.7.2. Proteinas

A concentracdo total de proteinas foi determinaeguisdo metodologia de
Bradford (1976) utilizando azul de Coomassie G-2%bumina de soro bovino como padréo,
com leitura de transmitancia a 595 nm. A atividadpecifica foi expressa em termos de
atividade enzimatica (U) por massa de proteina.(mg)

Todas as analises foram realizadas em triplicata lIBvar em conta a interferéncia
dos componentes do sistema (PEG, fosfato de potassioreto de sddio), testes controles

foram realizados nas fases de topo e fundo na eiasém extrato enzimatico.

2.7.3. Determinacao de polietilenoglicol (PEG)
A determinacdo quantitativa de polietilenoglicoli feealizada através da

metodologia modificada do reagente de Dragendedtdta por Jia e Tian (2009). O reagente
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de Dragendorff gera um complexo amarelo-laranja, dqual ¢é detectado
espectrofotometricamente.

A reacao foi composta por 5 mL da amostra, 4 mhdado cloridrico 0,05 M e 1
mL do reagente de Dragendorff. Apdés 15 min, a trat@cia da mistura reacional foi
determinada espectrofotometricamente a 510 nmpsarmwbncentracdo calculada através de
uma curva padréo utilizando PEG 1500 Da como padréo

2.8. Determinacao da eficiéncia do processo
A eficiéncia do processo de purificacdo da enzimeratinase foi avaliada pelo
fator de purificagcéo, recuperacao enzimatica edatde retencéo, conforme descrito abaixo.

2.8.1. Fator de purificacéo e recuperacao enzimatica
O fator de purificacdoHP) e a recuperacao enzimatica (% Rec) foram caloslad
conforme as Equacdes 1 e 2, respectivamente.

—_ é.S
A o ( :I' )

ondeAe s € a atividade especifica da fracdo de saida (Y.l € a atividade especifica da
fracdo de entrada (U.ny

_ AV
%Rec=——2x 10C
TETA (Eq. 2)

e

ondeAs. é a atividade da fracdo de saida (UMLAc é a atividade da fracdo de entrada
(U.mL™Y); Vs é o volume da fracdo de saida (mLYeeé o volume da fracdo de entrada (mL).

2.8.2. Fluxo
O fluxo foi definido como o volume que permeia ambeana por unidade de area
e tempo e calculado conforme a Equacéo 3.

V
Fluxo=| —& Eqg. 3
( ADJ (Eq. 3)
onde:Vp € 0 volume permeado (LA é a area da membrana (mt)éeo tempo (h).
2.8.3. Fator de retencéo do polietilenoglicol e atividadenzimatica

O grau de retencdo de um componente (PEG e atevietaimatica) pela membrana

foi avaliado pelo fator de retenc&€eR), definido pelas Equacdes 4 e 5.
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FReeq) :(1-%} (Eq. 4)

onde:mp € a massa do PEG na fragdo permeadantg)ea massa do PEG na fracdo de entrada

(9).

FR(Atividade) = (1_%j (Eq. 5)

onde:Ar € a atividade enziméatica total fracdo permeada@s)é a atividade enziméatica total

na fracao de entrada (U).
3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Integracdo da ultrafiltracédo/diafiltracdo ao sisterma aquoso bifasico

No processo de purificacdo da enzima queratindszantio duas etapas de sistema
aguoso bifasico, a enzima permaneceu na fase de-tdpa em polietilenoglicol (PEG), ndo
particionando para a fase de fundo em ambas ef@pdaanto, a separacao do polietilenoglicol
da enzima pode ser realizada através da ultrgitraoperada no modo diafiltracdo. Para
integrar a ultrafiltracao/diafiltracdo com suceasdSAB é necessario conhecer a concentragcao
de PEG das fases de topo dos SAB utilizados n@psoale purificacéo, a qual esta apresentada

na Tabela 1.

Tabela 1 —Concentracdo de PEG nas fases de topo das duas dwpurificacao por sistema

aquoso bifasico.

SAB % Composicao do sistema (m/m) PEG (g.mb)
3% PEG
Primeira Etapa 23% Fosfato de potassio 0,37 £ 0,01
8% NaCl
36% Topo — 1° Etapa
Segunda etapa 36% Tris-HCI pH 7,0 0,51+£0,01

28% Sulfato de smonio

A fase de topo proveniente da segunda etapa dopg®a8ui uma concentracéo de
PEG maior do que a fase de topo da primeira eRgaanto, para determinar o nimero de
ciclos necessarios para a separacao parcial/mBE®G foram realizados ensaios de diafiltracéo

na auséncia do extrato enzimatico com uma solug®Eds com concentracao igual a fase de
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topo da segunda etapa de purificacdo (0,52 + OgDO®Y). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 3.

Figura 3 —Fator de retencdo do PEG e fluxo médio do permeadfuncdo do nimero de

ciclos durante o processo de diafiltracdo na aus@&ucextrato enzimatico.
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A remogao do PEG ocorreu durante os cinco primaides, onde a membrana
permeou aproximadamente 98% do polietilenoglicespnte na solugéo inicial. A partir do
quinto ciclo, o processo de diafiltracdo entrou equilibrio onde a remocao do PEG é
praticamente nula.

O comportamento do fluxo médio da fracdo perme&dgufa 3) apresenta dois
regimes: um regime inicial onde o fluxo aumentadamente conforme a permeacao de PEG,
e um regime final, onde a permeac&o do PEG ¢ leaixfiuxo aumenta lentamente. A medida
que o PEG permeia pela membrana, a concentractoodesponente na fracdo retida proximo
a superficie da membrana diminui, e como consedménorre o aumento do fluxo, sendo este
aumento de 7,1 vezes, considerando todo processom@nto do fluxo durante a diafiltragao
do PEG foi observado por Lentsch, Aimar e Oros€98).

Os resultados obtidos evidenciam que a diafiltragém processo eficiente para a
remocao do PEG 1500 Da, o qual permeia em uma na@almom massa molar limite de 10
kDa. Assim, ficou estabelecido que o processo afdtdacao fosse operado ao longo de cinco

ciclos e cada ciclo com adicéo de dois diavoluneetaohpéao tris-HCI.
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No designl a enzima queratinase foi purificada pela primetapa do SAB e
submetida a diafiltracdo. Os resultados obtido&cespresentados na Tabela 2. A enzima
purificada em uma Unica etapa do sistema aquoasitif apresentou fator de purificacdo de
3,6 vezes e recuperacdo de 92,8%. O processo filkratiao promoveu a purificacdo da

enzima, onde o fator de purificacéo foi de 1,4 geza recuperacdo enziméatica de 74,0%.

Tabela 2 —Fator de purificacdo e recuperacao enzimatica@designl.

Atividade -~ Fator de Purificagdo % Recuperacdo enzimatici
Etapa especifica

(U.mg) (@MLY)  Etapa  Global Etapa Global
Extrato 4151 ; 1 ] 100 ;
enzimatico
SAB: 12etapa  1496,5 0.40 3.6 ; 92.8 ]
Diafiltracgo: 55, 4 0,01 1.4 4.9 74.0 69.0
retido

Figura 4 — Fluxo médio do permeado e fatores de retencadc@edatividade enzimatica no
processo de diafiltracdo paralesignl.
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A Figura 4 apresenta o fator de retencédo do PE&atididade enzimética durante
a diafiltracdo nalesignl. A utilizacdo de ciclos consecutivos duranteadilttacdo permeou
parte da enzima através da membrana, sendo alfatetencéo apds cinco ciclos igual a 0,80.
A atividade enzimatica foi determinada em cada&magermeada, portanto a passagem da

enzima ao longo dos ciclos da diafiltragdo poddieapa recuperagdo enzimatica obtida (74%).
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Somando-se a isso, o fabricante indica que o tiartencdo da membrana € igual a 95%,
assim enzimas proteoliticas com massa molar pré&amassa molar limite da membrana (10
kDa) permearam ao longo da diafiltragcdo, uma vez guatividade enzimatica é sobre o
substrato azocaseina, o qual detecta proteases.

O fator de retencdo do PEG ao final do processdiafédtracao foi igual a 0,10,
permanecendo 10% da massa inicial de PEG na fraida. A retencéo do PEG pode ter sido
causada pela incrustacdo da membrémaifg) e polarizacéo de concentracas incrustacoes
ocorrem devido a diversos fendbmenos, tais cofipcadsorcdo das moléculas de soluto na
superficie da membrana e/ou no interior de seussptevido as interagdes fisico-quimicas com
o material da membranéi) entupimento de poros por moléculas ou particutasuespensao
e (i) depdsito de material em suspenséo na superfigigedgbrana com a formacédo de uma
torta de filtracdo. A polarizacdo de concentrac@aracterizada pela concentracdo do soluto
proximo a superficie da membrana ser maior do gueentro da solucdo, provocando uma
resisténcia a transferéncia de massa. O fendmepolaezacdo de concentracdo é reversivel,
enquanto que a incrustacdo € considerada totalaotiapmente irreversivel (HABERT,
BORGES, NOBREGA, 2006).

A diafiltracdo é uma operacao de ‘lavagem’ da fésé¢opo, a qual contem PEG,
enzimas, proteinas e sais. Os consecutivos cialtevagens permitiram que o fluxo médio do
permeado aumentasse (Figura 4) de 11,8’lhm(primeiro ciclo) para 93,0 L.mh? (quinto
ciclo) ao longo da diafiltracéo. O processo deiltiafdo permite a diminuicdo da concentracao
dos componentes na fracao retida, reduzindo o fenérde polarizacdo de concentracdo na
membrana devido as consecutivas lavagens, conduainthiores fluxos.

A integracdo da primeira etapa do SAB com o pracdediafiltracdo promoveu a
purificacdo da enzima queratinase em 4,9 vezes68% de recuperacdo enziméatica. Além
disso, foi separado 90% do PEG.

No design2, a enzima foi submetida a duas etapas de SABdsegela diafiltracéo,
0s resultados obtidos estdo apresentados na Tabéla primeira etapa de purificagdo, a
enzima apresentou fator de purificacdo de 3,9 veresuperacao enzimatica de 87,9%. A fase
de topo, inerente a segunda etapa de purificagé8A4B, apresentou fator de purificacao de
1,4 e recuperacao enzimatica de 75,9% e a fratila i processo de diafiltracdo apresentou
fator de purificacéo de 1,4 vezes e recuperacématiza de 90,8%.
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Tabela 3 —Fator de purificagéo e recuperacao enzimaticagdesign?2.

Atividade -~ Fator de purificagdo % Recuperagéo enzimatici
Etapa especifica

(U.mg?) (g.mL) Etapa Global Etapa Global
Extrato 4259 i 1 ] 100 i
enzimatico
SAB: 12 etapa  1681,9 0,37 3,9 - 87,9 -
SAB: 28 etapa  1847,7 0,54 1,4 4,3 75,9 62,0
Diafiltracdo:  ,5e, 7 g 1.4 6.1 90,8 56,3
retido

Figura 5 —Fatores de retencdo de PEG e de atividade enzaxtitfante o processo de
diafiltracédo para design2.
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No design2, o PEG foi totalmente removido, sendo o fatoratencao igual a zero
(Figura 5). O fator de retencdo da atividade entig@dno quinto ciclo, foi igual a 0,95,
demonstrando que apenas 5% da enzima permeou peidrana. Durante o processo de
diafiltracdo o fluxo aumentou cerca de 9,3 vezesgs no primeiro ciclo igual a 6,12 L7
e no quinto ciclo igual a 56,7 L:fht.

Comparando os fluxos médios da fracdo permeadaidtocriclo na presenca do
extrato enzimatico (56,7 LAY, Figura 5) com a fracdo permeada na auséncia tatex
enzimatico (77,6 L.M.n!, Figura 3), nota-se que quando o extrato enzimésté presente o
fluxo € menor. Este decréscimo no fluxo € esperdedido a presenca de impurezas no extrato
enzimético, as quais provocam os fenémenos deipaido de concentracdo e incrustacdes na

membrana
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A concentracgao inicial de PEG na diafiltracdo alterfluxo da fracdo permeada,
sendo o fluxo inversamente proporcional & conceétralsso pode ser verificado quando
comparamos odesignsl e 2, um aumento de 35% na concentracdo do PEduzio a uma
reducao no fluxo de 39%. Veide, Lindback e Enf@a@80) observaram comportamento similar
do fluxo em fungéo do aumento da concentracéo @& PE

Lentsch, Aimar e Orozcob (1993) compararam o desahp da diafiltracdo de
uma solucéo de PEG 20 kDa e de uma mistura cormailaude soro bovino (BSA) (10 giL
de PEG e 10 g:t de BSA) utilizando uma membrana de 100 kDa. N&rmuia de BSA, a
diafiltragéo permitiu a remog&o do PEG com constafitiéncia durante o processo, sendo o
fator de retencéo proximo a 0%. Porém, quando fédtdigdo foi realizada com uma mistura
de BSA e PEG ocorreu uma reducéao do fluxo de petsndavido adouling da membrana, o
que limitou a remoc¢ao do PEG, sendo o coeficieateetencdo proximo a 80%. Os autores
concluiram que néo é conveniente remover o PE®2aGkpartir da solugdo de BSA utilizando
uma membrana de 100 kDa.

A recuperacao dé-galactosidase de uma solucéo contendo PEG 40@8tiaiada
por Veide, Lindbéack e Enfors (1989) através dailthiagédo no modo continuo. Para que o PEG
fosse removido eficientemente da enzima, a solug&al foi diluida 10 vezes, sendo o
coeficiente de retencéo do PEG eBegalactosidase de 0,04 e 0,9, respectivamente.

Em geral, todas as etapas de purificacdo implicarperdas enziméticas, podendo
ser grandes ou pequenas. Ao longo daedasignque envolve muitas etapas, a tendéncia € que
a recuperacao global se torne cada vez mendes@n2 globalmente apresenta um ganho de
24% no fator de purificagdo e uma perda de 18% caperacao quando comparadalasign
1. A perda na recuperacao enzimatica € justifigafeapresentar uma etapa de purificacéo a
mais.

No presente estudo, foi possivel separar o0 PEGdaa queratinase, atingindo
fatores de retencao de polietilenoglicol na ordenDA0 ¢esignl) e 0,0 design2). Uma
vantagem da separacao do PEG, € que este po@eggerado do processo final e reutilizado.
Os métodos utilizados para recuperar o PEG nornmémenvolvem desproteinizagéo,
dessalinizacéo e extracdo do PEG com um solvegéaioo seguido de evaporacao (HATTI-
KAUL, 2001). Outro método utilizado foi desenvolwid patenteado por Nagaraj et al. (2005),
em que o PEG é separado da solugéo através daggpasum campo com ondas de micro-
ondas, seguido de secagem (100-105°C) e por fiapezado (até 95%).
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Existem poucos relatos na literatura que utilizamntgegracdo do SAB a
ultrafiltracao/diafiltracdo, sendo esses refereateszimas como amiloglicosidase (TANUJA
et al., 2000), lactoperoxidase (NANDINI, RASTOGIQ1A) e peroxidase (SRINIVAS,
BARHATE, RAGHAVARAO, 2002) e ao biocorante C-ficagina (PATIL,
RAGHAVARAO, 2007). As enzimas foram purificadas plwas etapas de SAB, na primeira
etapa todas as enzimas migraram para a fase de topsegunda etapa foram particionadas
para a fase de fundo, sendo esta fase (rica ersudat)etida a ultrafiltracdo. Esses trabalhos
nao estudaram a remocéo do PEG, com excecao tie Raghavarao (2007) que utilizam a
ultrafiltracao-centrifugacdo (massa de corte da brama 30 kDa e 10000 rpm) para a remogao
do PEG da C-ficocianina. A integragdo do SAB aafiltracdo apresentou fatores de
purificacdo que variam de 3,1 a 5,9 vezes com eragpes enzimaticas de 76 a 150%,
corroborando com os resultados obtidos neste trabal

A enzima queratinase dgacillus sp. P45 foi purificada por precipitacdo com
sulfato de amdnio, seguido de filtracdo em geloenetografia de troca idnica. A recuperacéo
global deste processo foi de 18% com fator deipagéo de 20,1 vezes (DAROIT et al., 2010).
Este protocolo de purificacdo resulta em um prodittonente purificado, o qual € interessante
guando se deseja conhecer as propriedades biogsingiccataliticas da enzima. Em
contrapartida, volumes pequenos de enzima purdiség obtidos. Neste sentido, quando um
alto grau de pureza do bioproduto ndo é requeride eeseja obter volumes maiores do
bioproduto em questdo, pode-se aplicar a purifcalgienzima por sistema aquoso bifasico
integrado a ultrafiltracao/diafiltracéo.

Assim, foi possivel purificar a enzima queratindseBacillus sp. P45 por duas
etapas de SAB integrado a ultrafiltracédo/diafilracalém de separar a enzima do PEG, obtendo

fator de purificacdo de 6,1 vezes e recuperacéimnatiza de 56,3%.

3.2.  Zimograma e eletroforese

Com o objetivo de avaliar as enzimas com atividadsente em cada uma das
fracOes do extrato enzimatico bruto e designsl e 2 foi realizado a zimografia em um gel
contendo gelatina. Simultaneamente foi avaliadoedilpeletroforético das fracbes. Os
resultados obtidos estao apresentados na Figura 6.

No zimograma é possivel verificar que existem pelenos 4 enzimas que
apresentam atividade gelanolitica no extrato bdésignsl e 2. Nalesignl, a banda de menor

massa molar é menos intensa quando comparada assdigatdes. No extrato bruto, as
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enzimas com massa molar intermediaria apresentaram atividade gelanolitica menos

intensa quando comparada as frages purificadas.

Figura 6 — (a)Zimograma €b) eletroforese das frac6es extrato enzimatico W),

designsl e 2 e marcador (M).

M EE Design1 Design 2

(a) EE  Design 1 Design 2 (b)

97,0 kDa

56,0 kDa

45,0 kDa
—

30,0 kDA
—

20.1 kDa

14.4 kDa

——

No perfil eletroforético é possivel verificar queigpmenos 3 proteinas sdo comuns
ao extrato brutajesignsl e 2, sendo elas de aproximadamente 28 kDa, a@&KI3 kDa, e no
designl a presenca adicional de uma proteina de aprogimeicte 38 kDa.

Daroit et al. (2010) purificaram queratinaseB#eillus sp. P45 com massa molar
de aproximadamente 26 kDa, corroborando com ostadss obtidos neste trabalho, onde o
perfil eletroforético mostra uma protease de apnaxiamente 28 kDa em todas as fracdes —

extrato bruto elesignsl e 2.

3.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima
Para verificar a aplicacdo da enzima purificadasign 2) na degradacao de
diferentes substratos enzimaticos foi avaliadamgézatura 6tima de atuacdo. Os resultados

obtidos estéo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 —Atividade enzimética relativa (%) da enzima pudtia flesign2) em funcéo da

temperatura.
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A temperatura 6tima de atividade enzimatica fob@&C, sendo a atividade nesta
temperatura igual a 2319 U.mLA temperatura 6tima de queratinaseBdeillusvaria entre
50-65°C (DAROIT et al. 2010; CHENG et al.,, 1995; HMA et al.,, 2006; PILLAI,
ARCHANA, 2008). A queratinase de 26 kDa Bacillus sp. P45 apresentou atividade 6tima
na temperatura de 55°C (DAROIT et al. 2010), refodp assim os resultados obtidos no

presente estudo.

3.4. Hidrdlise de substratos proteicos

A enzima purificada peldesign2 foi escolhida com base no fator de purificagéo e
no perfil eletroforético para a hidrdlise de difeies substratos proteicos. Para verificar se a
enzima purificada atuaria de maneira diferenteidedlise de substratos proteicos, a mesma

foi comparada ao extrato bruto e os resultadoslobstdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 —Hidrélise de diferentes substratos proteicos cadbs pelo extrato enzimatico e
pela enzima purificadalésign2).

Atividade relativa (%)

Substrato
Extrato enzimatico bruto Design 2

Albumina de soro bovino 23,9+ P 49,3+6,38
Caseina 93,6 + 324 100 + 1,944
Farinha de peixes 10,2 + 32 E 15,5 + 4,4 P
Farinha de penas 30,6 + 0;5 355+0,5°¢
Farinha de sangue 0,0 + O,0 13,0 +1,5+P
Penas 73+02F 11,3+ 1,4°P
Penas com tratamento 118+ 1,8 DE 16,9 + 0,12 D

térmico
Soro de leite em p6 153+ 3P 12,9 +1,8°P

Letras minUsculas iguais nas linhas nao difereatisstamente ao nivel 95% de
confianca (teste t). Letras maiusculas iguais nasias nao diferem estatisticamente ao nivel

95% de confianca (teste Tukey).

A queratinase bruta e purificada Bacillussp. P45 foi capaz de catalisar a reacao
de hidrélise de diferentes substratos, tendo gFetéa sobre a caseina. A hidrélise de substratos
sollveis como a caseina é tipicamente reportada semdo mais efetiva do que a hidrolise
dos substratos insolaveis, como a queratina preseas penas (DAROIT et al.,, 2010;
GRADISAR et al., 2000; HAN et al., 2012; SYED et 20009).

A hidrélise dos diferentes substratos pela enzimndfipada, com exce¢do dos
substratos farinha de peixe e soro de leite enfop&aior quando comparado a enzima bruta,
demonstrando assim sua eficiente capacidade tztaétjustificando sua purificacéo.

O extrato enzimatico e a enzima purificada pidsign2 hidrolisaram com maior
eficiéncia a farinha de penas do que as penasihé&é obtida através da cocgao a alta presséo
e moagem das penas, 0 que resulta na descaragderidas penas e desestabilizacdo da
estrutura da queratina devido a quebra das poigsgféto, facilitando a atuacédo da enzima.

A gueratinase de 26 kDa purificada por Daroit e{2010) foi capaz de hidrolisar
diversos substratos proteicos, como a caseinahtade penas e de peixes.

A hidrélise nos substratos queratinosos ndo ocodeuforma extensa. O
mecanismo de degradacao da queratina por estasan@io € bem elucidado, mas acredita-

se gue a atividade queratinolitica ndo se deveaap&mpresenca de uma enzima, € sim a um
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sistema sinérgico com proteases e dissulfeto reglsitau ainda um agente redutor. Assim, o
mecanismo queratinolitico compreenderia duas etapasilfitolise ou reducdo das pontes
dissulfeto e a protedlise (GUPTA E RAMNANI, 2006AMAMURA et al., 2002). Pode-se
especular que a sulfitblise requer a presenca ldtaséivas (BOCKLE E MULLER, 1997;
RAMNANI, SINGH E GUPTA, 2005).
Portanto, a queratinase purificada por duas tésniessiveis de ampliacdo de

escala — sistema aquoso bifasico integrado ailthtagéo/diafiltracdo, pode ser utilizada para
catalisar a reacao de hidrélise de substratosiposteom igual ou superior eficiéncia quando

comparada ao seu extrato bruto.

4. CONCLUSAO

A integracdo da ultrafiltracao/diafiltracdo ao eist aquoso bifasico permitiu a
purificacdo da enzima queratinaseBéeillussp. P45. Naesignl, formado por uma primeira
etapa de SAB e diafiltracdo, a enzima queratinaspurificada 4,9 vezes com recuperacao
enzimatica de 69,0%. Enquanto quiesign2, composto por duas etapas de SAB e diafiltracao,
purificou a enzima queratinase 6,1 vezes com reagfie enzimatica de 56,3%. A diafiltracao
foi eficiente para separar o polietilenoglicol. Azena purificada pela@esign2 apresentou
atividade 6tima na temperatura de 50°C, e foi caleazatalisar com igual e maior eficiéncia a
hidrolise de substratos proteicos solUveis e ingidliquando comparada a enzima bruta,

justificando assim sua purificacao.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANTELO, F.S.; ANSCHAU, A.; COSTA, J.A.V.; KALIL, S. Extraction and
purification of C-phycocyanin fror8pirulina platensisn conventional and integrated aqueous
two-phase systemgournal of the Brazilian Chemical Societyv.21, n.5, p.921-926, 2010.

BOCKLE, B.; MULLER, R. Reduction of disulfide bonby Streptomyces pactum
during growth on chicken feather&pplied and Environmental Microbiology, v.63, n.2,
p.790-792, 1997.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for thlygiantitation of
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye bindingAnalytical
Biochemestry,v.72, p.248-254, 1976.

CHENG, S.W.; HU, H.M.; SHEN, S.W.; TAKAGI, H.; ASAQ, M.; TSAI Y.C.
Production and characterization of keratinase &éaher-degradind@gacillus licheniformis
PWD-1.Bioscience, Biotechnology and Biochemistry,.59, n.12, p.2239-2243, 1995.



CAPITULOV 86

DAROIT, D.J.; CORREA, A.P.F.; BRANDELLI, A. Keratalytic potential of a
novel Bacillus sp. P45 isolated from the Amazon basin fBlaractus mesopotamicus.
International Biodeterioration and Biodegradation, v.63, n.3, p.358-363, 2009.

DAROIT, D.J.; CORREA, A.P.F.; BRANDELLI, A. Produoh of keratinolytic
proteases through bioconversion of feather me#h&yAmazonian bacteriuBacillussp. P45.
International Biodeterioration and Biodegradation, v.65, n.1, p.45-51, 2011.

DAROIT, D.J.; CORREA, AP.F.; SEGALIN, J.; BRANDEILL A.
Characterization of a keratinolytic protease preduby the feather-degrading Amazonian
bacteriumBacillus sp.P45. Biocatalysis and Biotransformation v.28, n.5-6, p.370-379,
2010.

DEWITT, C.A.M.; MORRISSEY, M.T. Parameters for thecovery of proteases
from surimi wash wateBioresource Technologyv.81, n.3, p.241-247, 2002.

FAKHFAKH, N.; GARGOURI M.; DAHMEN, I.; SELLAMI-KAMOUN, A
FEKI, A.E.; NASRI M. Improvement of antioxidant goitial in rats consuming feathers
protein hydrolysate obtained by fermentation of keeatinolytic bacteriumBacillus pumilus
Al. African Journal of Biotechnology, v.11, n.4, p.938-949, 2012.

GALLO, G.; ANGELIS, M.; MCSWEENEY, P.L.H.; CORBODM.R
GOBBETTI, M. Partial purification and characterioat of an X-prolyl dipeptidyl
aminopeptidase frorhactobacillus sanfranciscens3B1. Food Chemistry, v.91, n.1, p.535-
544, 2005.

GHOSH, R.; CUI, F.F. Protein purification by ulitahtion with pre-treated
membraneJournal of Membrane Sciencev.167, n.1, p.47-53, 2000.

GILDBERG, A. Recovery of proteinases and proteirdrbyysates from fish
visceraBioresource Technologyv.39, n.3, p.271-276, 1992.

GRADISAR, H.; KERN, S.; FRIEDRICH, J. Keratinase @oratomyces
microsporusApplied Microbiology and Biotechnology,v.53, n.2, p.196-200, 2000.

GUPTA, R.; RAMNANI, P. Microbial keratinases andeth prospective
applications: an overviewApplied Microbiology and Biotechnology, v.70, n.1, p.21-33,
2006.

HABERT A. C., BORGES C. P., NOBREGA, Rrocesso de separacédo por
membranas Rio de Janeiro: E-papers, 180 p., 2006.

HAN, M.; LUO, W.; GU, Q.; YU, X. Isolation and checterization of a
keratinolytic protease from a feather-degradingtdraem Pseudomonas aeruginosall.
African Journal of Microbiology Research, v.6, n.9, p.2211-2221, 2012.

HATTI-KAUL, R. Aqueous two-phase systentdolecular Biotechnology, v.19,
n.3, p.269-277, 2001.

JIA, Z.; TIAN, C. Quantitative determination of yethylene glycol with modified
Dragendorff reagent methoBesalination,v.250, n.1-3, p.87-93, 2009.

KOJIMA, M.; KANAI, M.; TOMINAGA, M.; KITAZUME, S.; INOUE, A;
HORIKOSHI, K. Isolation and characterization ofemther-degrading enzyme frddacillus
pseudofirmu$-A30-01.Extremophiles,v.10, n.3, p.229-235, 2006.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins dugthe assembly of the head
of bacteriophage TANature, v.227, p.680-685, 1970.

LENTSCH, S.; AIMAR, P.; OROZCO, J.L. Enhanced sagian of albumin-poly
(ethylene glycol) by combination of ultrafiltrati@nd electrophoresidournal of Membrane
Sciencev.80, n.1, p.221-232, 1993.

MINAMI, N.M. Extracéo liquido-liquido aplicada a separacao e puficacdo da
amiloglicosidase1997. 190 f. Dissertacao (Mestrado em Engenharien{@a) — Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 1997.



CAPITULO Il — Artigo 2 87

MOHORCIC, M.; TORKAR, A.; FRIEDRICH, J.; KRISTL, JMURDAN, S. An
investigation into keratinolytic enzymes to enhangcegual drug deliverylnternational
Journal of Pharmaceutics,v.332, n.1-2, p.196-201, 2007.

NAGARAJ, N.; SAMPANGI, C.; KARUMANCHI, S.M.S.R.Process for
separation and recovery of polyethylene glycol (PEGfrom spent aqueous two-phase
systems.US Patent 6863828, 2003.

NAJAFI, M.F.; KEMBHAVI A. One step purification andharacterization of an
extracellulam-amylase from marin¥ibrio sp.Enzyme and Microbial Technology v.36, n.2,
p.535-539, 2005.

NANDINI, K.E.; RASTOGI N.K. Integrated downstreamrogessing of
lactoperoxidase from milk whey involving aqueouso{phase extraction and ultrasound-
assisted ultrafiltratiomApplied Biochemical and Biotechnologyv.162, n.1, p.173-185, 2011.

ONIFADE, A.A.; AL-SANE, N.A.; AL-MUSALLAM, A.A.; AL-ZARBAN, S. A
review: potentials for biotechnological applicasoof keratin-degrading microorganisms and
their enzymes for nutritional improvement of feathand other keratins as livestock feed
resourcesBioresource Technologyv.66, n.1, p.1-11, 1998.

PATIL, G.; RAGHAVARAO, K.S.M.S. Agqueous two phasexteaction for
purification of C-phycocyanirBiochemical Engineering Journa) v.34, n.2, p.156-164, 2007.

PILLAI, P.; ARCHAN, G. Hide depilation and feathdisintegration studies with
keratinolytic serine protease from a noBekillus subtilisisolate . Applied Microbiology and
Biotechnology, v.78, n.4, p.643-650, 2008.

PRAKASH, P.; JAYALAKSHMI, S.K.; SREERAMULU, K. Pragtction of
keratinase by free and immobilized cells Bé&cillus haloduransstrain PPKS-2: partial
characterization and its application in featherrddgtion and dehairing of the goat skin.
Applied Biochemistry and Biotechnologyv.160, n.7, p.1909-1920, 2010.

RAMNANI, P.; SINGH, R.; GUPTA, R. Keratinolytic pential of Bacillus
licheniformisRGL1: structural and biochemical mechanism of faatlegradationCanadian
Journal of Microbiology, v.51, n.3, p.191-196, 2005.

RAO, M.B.; TANKSALE, A.M.; GHATGE, M.S.; DESHPANDEY.V. Molecular
and biotechnological aspects of microbial proteaksrobiology and Molecular Biology
Reviews v.62, n.3, p.597-635, 1998.

SEVERO, E.E.; OLIVEIRA, J.M.G.; MACHADO, J.RSeparacdo de uma
protease queratinolitica deBacillus sp. P45 utilizando ultrafiltragdo. 2011. 46 f. Trabalho
de conclusao de curso (graduacdo) — Engenharidinhemtos, Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande, 2011.

SIRTORI, L.R.; CLADERA-OLIVERA, F.; LORENZINI, D.M. TSAI, S.M;
BRANDELLI, A. Purification and partial charactert&an of an antimicrobial peptide produced
by Bacillus sp. strain P45, a bacterium from the Amazon bisirPiaractus mesopotamicus
The Journal of General and Applied Microbiology, v.52, n.6, p.357-363, 2006.

SRINIVAS, N.D.; BARHATE, R.S.; RAGHAVARAO, K.S.M.SAqueous two-
phase extraction in combination with ultrafiltratiéor downstream processing of Ipomoea
peroxidaseJournal of Food Engineering v.54, n.1, p.1-6, 2002.

SYED, D.G.; LEE, J.C.; LI, W.; KIM, C.; AGASAR, D.Production,
characterization and application of keratinase fi®imeptomyces gulbargensBioresource
Technology, v.100, n.5, p.1868-1871, 2009.

TANUJA, S.; SRINIVAS, N.D.; GOWTHAMAN, M.K.; RAGHAWARAO,
K.S.M.S. Aqueous two-phase extraction coupled withrafiltration for purification of
amyloglucosidaseBioprocess and Biosystems Engineering.23, n.1, p.63-68, 2000.



CAPITULOV 88

TORRES, M.R.; MARIN, F.R.; RAMOS, A.J.; SORIANO, Btudy of operating
conditions in concentration of chicken blood plaspnateins by ultrafiltrationJournal of
Food Engineering v.54, n.3, p.215-219, 2002.

VEIDE, A.; LINDBACK, T.; ENFORS, S-O. Recovery @tgalactosidase from a
poly (ethylene glycol) solution by diafiltratioenzyme and Microbial Technology,v.11,
n.11, p.744-751, 1989.

WANG, X.L.; ZHANG, C.; OUYANG P. The possibility (feparating saccharides
from a NaCl solution by using nanofiltration in filimation mode.Journal of Membrane
Sciencey.204, n.1-2, p.271-281, 2002.

XIE, F.; CHAO, Y.; YANG, X.; YANG, J.; XUE, Z.; LUQ Y.; QIAN, S,
Purification and characterization of four keratemproduced bgtreptomycesp. Strain 16 in
native human foot skin mediumBioresource Technologyv.101, n.1, p.344-350, 2010.

YAMAMURA, S.; MORITA, Y.; HASAN, Q.; YOKOYAMA, K.; TAMIYA, E.
Keratin degradation: a cooperative action of twayemes from Stenotrophomonasp.
Biochemical and Biophysical Research Communicationy.294, n.5, p.1138-1143, 2002.

YOSHIOKA, M.; MIWA, T.; HORII, H.; TAKATA, M.; YOKOYAMA, T,
NISHIZAWA, K.; WATANABE, M.; SHINAGAWA, M.; MURAYAM A, Y. Characterization
of a proteolytic enzyme derived fromBacillus strain that effectively degrades prion protein.
Journal of Applied Microbiology, v.102, n.2, p.509-915, 2007.

ZEMAN, L.J.; ZYDNEY, A.L. Microfiltration and ultrafiltration. Principles
and applications.New York: Marcel Dekker, 1996.



CAPITULO IV
CONCLUSAO GERAL



CAPITULO IV 90

4, CONCLUSAO GERAL

Foi possivel purificar a enzima queratinase porscetapas de sistemas aquosos
bifasicos integrado a ultrafiltracao/diafiltracd® primeira etapa de purificagcdo por SAB foi
maximizada onde o sistema formado por 3% de PE®%,&3fosfato de potassio e 8% de NaCl
promoveu a particdo da enzima para a fase de aiypendo fator de purificacdo na ordem de
4,4 vezes e 87% de recuperacdo enzimatica.

Na segunda etapa de purificacdo por SAB, o sistencamposto por 36% de topo
proveniente da primeira etapa, 36% de tampé&o @WkA0 mM pH 7,0 e 28% de sulfato de
amonio, a enzima foi particionada para a fase erwaPEG, onde fatores de purificagdo na
ordem de 1,8 (etapa) e 5,6 (global) vezes e reagpes de 100% (etapa) e 90% (global) foram
obtidas. Assim, duas etapas de purificacdo por $ABnoveu um incremento no fator de
purificagdo mantendo o rendimento enzimatico.

A integracdo das duas etapas de purificacdo poenss aquoso bifasico a
ultrafiltracao/diafiltracdo design2) permitiu a purificacdo da enzima queratinas8algllus
sp. P45 onde fatores de purificacdo na ordem degzds e recuperacdo enzimatica de 56,3%
foram obtidos. Somando-se a isso, a diafiltracap dficiente para a separacdo do
polietilenoglicol da enzima.

A enzima purificada foi capaz de degradar diferestébstratos proteicos sollveis
e insoluveis. A hidrolise da enzima purificada naion parte dos substratos foi superior a
enzima bruta, justificando assim a purificacdo. Wergtinase d@acillus sp. P45 pode ser
aplicada para a obtencdo de hidrolisados protetc@stes serem aplicados em produtos
comerciais.

O sistema aquoso bifasico e a ultrafiltracdo/draffio se mostraram uma técnica
alternativa frente aos processos convencionais ggararificacdo da enzima queratinase de
Bacillus sp. P45, principalmente quando um alto grau dezauda enzima néo € requerido,

além de serem passiveis para purificagdo em laagdae
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Utilizar a ultrafiltracao/diafiltracdo no modo cémio para a purificacdo da
gueratinase e a remocéo do PEG;

* Avaliar ofouling do processo de ultrafiltracdo/diafiltracao;

* Ampliar a escala do processo de ultrafiltracdoiithagdo na purificagcdo da
enzima queratinase;

» Investigar pH e temperatura 6timos da enzima madfa na degradacéo de cada
substrato especifico;

» Caracterizar a enzima purificada.

* Investigar a aplicacédo da enzima purificada nasétle peptideos.
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