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1 INTRODUÇÃO
A enzima queratinase é uma protease que pode ser obtida a partir do cultivo

submerso do Bacillus sp. P45 utilizando farinha de penas como substrato.
Dependendo da espécie do micro-organismo produtor, suas características podem
ser bastante diversificadas, sendo necessário estudos de determinação cinética e
térmica desta enzima, uma vez que estes dados podem fornecer informações
importantes para sua utilização industrial. Desta forma, com base na importância de
definir as características da enzima queratinase obtida do Bacillus sp. P45,
principalmente para viabilizar sua utilização industrial, este trabalho teve como
objetivo avaliar as propriedades enzimáticas em termos de meia vida (t1/2),
constante cinética de desnaturação térmica (Kd) e energia da reação de
desativação. 

2 REFERENCIAL TEÓRICO
As proteases específicas produzidas por micro-organismos queratinolíticos

são chamadas de queratinases. Estas enzimas distinguem-se de outras proteases
pela maior capacidade de degradação de substratos compactos e insolúveis como a
queratina (ONIFADE et al., 1998). Dependendo da espécie do micro-organismo
produtor, as características destas enzimas pode ser bastante diversificada, sendo
necessário estudos de determinação cinética e térmica das enzimas obtidas em
processos fermentativos. Os estudos de desnaturação térmica ajudam a entender a
relação entre a estrutura e a função de uma enzima em particular. As enzimas são
desnaturadas de diversas maneiras para um estado inativado, sendo esta a principal
restrição em muitos bioprocessos.  A partir dos dados de estabilidade da enzima
pode-se fornecer informações da estrutura da enzima e ajudar a aperfeiçoar a
viabilidade econômica de processos industriais (YU; LI, 2006). Assim, a
determinação da meia-vida, a constante de desnaturação térmica e da energia de
ativação é fundamental para que a enzima queratinase possa ser utilizada de forma
efetiva. 

3 MATERIAL E MÉTODOS
A enzima queratinase foi produzida através do cultivo submerso do Bacillus

sp. P45 utilizando farinha de pena como substrato (DAROIT; CORRÊA;
BRANDELLI, 2011). O extrato enzimático obtido ao final do cultivo foi purificado a
partir de uma sequência de dois sistemas aquosos bifásicos integrados ao processo
de diafiltração (SALA, 2013). A estabilidade térmica da enzima foi verificada em pH
7,5 para as temperaturas de 40 a 60ºC em termos de meia vida (t1/2), constante
cinética de desnaturação térmica (Kd) e energia da reação de desativação (Ed).
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Para estes estudos, a enzima foi incubada em cada temperatura até que perdesse
no mínimo 50% de sua atividade inicial. A atividade enzimática foi determinada
conforme metodologia descrita por Daroit, Corrêa e Brandelli (2009). 
4 RESULTADOS e DISCUSSÃO 

A determinação dos parâmetros cinéticos ajuda a entender o mecanismo de
desnaturação da enzima, bem como o efeito da temperatura na desnaturação. A
partir dos resultados apresentados na Tabela 1 é possível verificar que a constante
cinética de desnaturação térmica (Kd) é inversamente proporcional à meia vida da
enzima. É possível verificar também que a enzima é mais estável em temperaturas
mais baixas, próximas a 40ºC, e que a desnaturação ocorre de maneira mais
rápida com a elevação da temperatura de incubação. O valor de Ed encontrado
foi de 112, 9 kJ/mol e representa a barreira de energia a ser transposto para a
inativação da enzima, quanto maio o valor de Ed maior a estabilidade da enzima. 

Tabela 1 - Valores experimentais do t1/2, Kd e Ed para a enzima queratinase
purificada, em função da temperatura.

Temperatura
(ºC)

t1/2 (min) Kd Ed (kJ/mol)

40 57,7 0,0002

112,9 
45 19,3 0,0006
50 6,8 0,0017
55 5,0 0,0023
60 4,4 0,0026

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS
A enzima purificada mostrou uma redução da meia vida com o aumento da

temperatura de incubação. A constante de desnaturação térmica (Kd) foi
inversamente proporcional a meia vida da enzima. A energia da reação de
desativação (Ed) da enzima encontrada foi de 112,9 kJ/mol. 
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