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1 INTRODUCAO

Queratinases sao proteases diferenciadas por sua acdo sobre substratos
recalcitrantes como a queratina (BACH et al.,, 2011) e podem ser utilizadas na
conversao de residuos agroindustriais em produtos com valor agregado (ANITHA,
PALANIVELU, 2013). O uso de liquidos idnicos (LI) € uma tecnologia promissora e
aplicavel na estabilizacdo de enzimas, sendo capazes de manter sua estrutura
tridimensional por periodos maiores de tempo em altas temperaturas (PATEL,;
KUMARI; KHAN, 2014) com melhoria da seletividade pelo substrato. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a termoestabilidade da queratinase em quatro liquidos
ibnicos e determinar a temperatura e pH 6timos no liquido idnico escolhido.

2 REFERENCIAL TEORICO

LI sdo sais compostos por ions, com propriedades fisico-quimicas ajustaveis
(LOZANO, 2010) que estdo atraindo interesse em estudos como agentes
estabilizantes de enzimas e meio em biocatalises (RANTWIJK; SHELDON, 2007).
As enzimas celulase, peroxidade e a-quimotripsina apresentam estabilidade em Lls,
porém ha caréncia de estudos de estabilizacdo da queratinase nestes meios.

3 MATERIAIS E METODOS

A bactéria Bacillus sp. P45 foi utilizada na producéo da queratinase. O cultivo
foi realizado conforme DAROIT: CORREA; BRANDELLII (2011) e a enzima foi
purificada segundo SALA et al. (2014). A termoestabilidade foi avaliada na
gueratinase tratada nos Lls 1,3-dimetilimidazolio metil sulfato [Mmim][CH3SO],
trietilambnio acetato TEAA, 1-butil-3-metilimidazoélio hexafluorofosfato [Bmim][PFg] e
1-etil-3-metilimidazdlio bis(trifluorometilsulfonil)imida [Emim][Tf,N], durante 144 h a
55°C. A meia vida (t12) e a constante de desnaturacéo (kq) foram determinados nas
temperaturas de 55 e 70°C em meio contendo a enzima tratada no LI com melhor
acao protetora. A temperatura e pH 6timos foram determinados na reacao
enzimatica, nas faixas de 30 a 70°C e pH de 6 a 9, respectivamente.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Nas cinéticas obtidas durante 144 h (Figura 1), o melhor comportamento de
termoestabilidade da queratinase foi quando tratada no LI [Emim][Tf,N], pois embora
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perdendo 52% da sua atividade inicial, em relagdo a amostra controle, sua atividade
catalitica foi mantida durante as 144 h de armazenamento. No restante dos LI
testados a atividade enzimatica foi perdida nas primeiras 24 h de contato, mostrando
serem agentes desestabilizantes da enzima queratinase.
Figura 1- Estabilidade da queratinase nos liquidos ibnicos a 55°C (m[Emim][Tf,N],
A [Bmim][PFg],o[Mmim][CH3SO4] 50% (v/v), o[Mmim][CH3SO4] 100% (v/v), +TEAA
50% (v/v), ¥ TEAA 100% (v/v), OControle).
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Os parametros cinéticos foram determinados na enzima controle e na tratada
em [Emim][Tf;N]. Na temperatura de 55°C a meia vida da enzima tratada nao foi
determinada, pois, a atividade permaneceu em torno de 70% da atividade inicial
durante 32 dias. Na temperatura de 70°C, a enzima tratada foi perdendo
gradativamente a atividade, apresentando t;;, de 6,4 h. A enzima controle apresentou
ty, de 6,1.10°h e 7,1.10° h, em 55 e 70°C, respectivamente. Na determinac&o do kg
foi possivel constatar que os valores aumentaram com a temperatura e que essa
constante € inversamente proporcional a meia vida. A temperatura 6tima da atividade
da protease foi de 50°C e pH otimo igual a 8 indicando um carater
predominantemente alcalino da enzima neste LlI.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A queratinase apresentou melhor termoestabilidade quando tratada no liquido
ibnico [Emim][Tf,N]. Na temperatura de 55°C, 70% da atividade inicial foi mantida
durante 32 dias. A 70°C a meia vida foi de 6,4 h. A temperatura e pH 6timos para a
protease queratinolitica tratada neste LI foi de 50°C e 8 respectivamente.
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