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RESUMO

A alta quantia de coprodutos residuais queratinosos depositados no meio ambiente desencadeou
o0 desenvolvimento de processos biotecnologicos com enzimas queratinoliticas. O emprego de
liquidos idnicos (LI) € apontado como uma nova tecnologia podendo aprimorar a estabilidade
de enzimas. No presente trabalho, a queratinase foi tratada em LI para investigar o efeito na
estabilidade térmica e atividade catalitica. A enzima foi obtida a partir do género Bacillus sp.
P45, purificada por sistema aquoso bifésico seguido de ultrafiltracdo/diafiltracdo e liofilizada.
A termoestabilidade da enzima foi avaliada nos LIs [Mmim][CH3SO4], [TEAA], [Bmim][PFe]
e [Emim][Tf2N]. O tratamento da enzima foi realizado sob agitagdo magnética a 4°C por
30 min. Adicionalmente foi feito uma comparacao da estabilidade enzimatica no LI selecionado
com os preservativos polietilenoglicol 1500 54% e o uso conjunto de sorbitol 50% e CaCl>
5 mmol.L, com tempo de incubagéo de 15 e 60 min a 55°C e de 15 min a 70°C. Na sequéncia
foi determinado os pardmetros cinéticos (meia vida e constante de desnaturacdo) e as
propriedades térmicas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) da enzima tratada em
[Emim][Tf.N] e forma liofilizada. O efeito na atividade catalitica da enzima tratada foi
determinado através do estudo da concentracdo de [Emim][Tf.N] no meio reacional, da
temperatura e pH 6timos tanto no LI como nos preservativos e ainda pela adicao dos solventes
organicos acetona, etanol e isopropanol, nas concentracdes de 25 e 50% (v/v) (solvente/enzima
tratada no LI). No ensaio contendo o solvente organico e LI foi calculado a constante de
Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méaxima (Vmax). O LI selecionado como melhor
estabilizante da queratinase foi o hidrofébico [Emim][Tf2N], com o melhor efeito em 70°C,
reduzindo 16% da atividade inicial apds 15 min, enquanto que tratada em sorbitol+CacCl, a
reducdo foi de 38%. A meia vida a 70°C determinada para a enzima tratada em polietilenoglicol
1500, sorbitol+CaCl. e [Emim][Tf2N] foi de 2,2 min, 28,9 min e 6,4 h, respectivamente, e de
6,4 h para sorbitol+CaCl; e 3,0 h para polietilenoglicol, a 55°C. A 55°C a enzima tratada em LI
teve pouca reducdo na atividade, mantendo 70% da inicial por 32 dias. Na analise de DSC, a
enzima foi melhor estabilizada termodinamicamente quando tratada em [Emim][Tf2N],
mantendo a sua integridade molecular até a temperatura de 143,2°C. A concentracdo de LI
adicionado no meio reacional que conduziu a maior atividade foi 4,5% (v/v). A temperatura
6tima da enzima tratada no L1 [Emim][Tf.N] e em sorbitol+CaCl; foi de 50 e 60°C, e pH 6timo
igual a 8,0 e 8,5, respectivamente. A enzima tratada em 50% (v/v) do LI e acetona, adicionados
ao meio reacional com concentracdo de LI igual a 2,3% (v/v) aumentou 1,5 vezes o valor da
atividade, com Ky de 0,94 mg.mL? e Vmsx de 25,9 U.mg. Portanto, o LI [Emim][Tf.N] foi
capaz de estabilizar a queratinase e a adigdo de acetona permitiu utilizar uma menor quantidade
deste LI, obtendo maior atividade.

PALAVRAS CHAVE: queratinase, 1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida,
estabilidade térmica, atividade enzimatica, Bacillus, preservativos quimicos.



IONIC LIQUIDS APPLICATION: STABILITY AND CATALYTIC PROPERTIES OF
PROTEASE KERATINASE

ABSTRACT

The high amount of keratin waste byproducts deposited in the environment started the
development of biotechnological processes with keratinolytic enzymes. The use of ionic liquids
(IL) is considered as a new technology can enhance the stability of enzymes. In this study, the
keratinase was treated in IL to investigate the effect on the thermal stability and catalytic
activity. The enzyme was obtained from Bacillus sp. P45, purified by aqueous two-phase
system followed by ultrafiltration/diafiltration and lyophilized. The thermal stability of the
enzyme was evaluated in ionic liquids [Mmim][CH3SO4], [TEAA], [Bmim][PFs] and
[Emim][Tf2N]. The enzyme treatment was performed under magnetic stirring at 4°C for 30 min.
A comparison of enzyme stability in IL selected with preservatives polyethylene glycol 1500
54% and joint use sorbitol 50% and CaCl> 5 mmol.L? was done, with an incubation time of
15 min and 60 min at 55°C and 15 min at 70 °C. Then it was determined Kinetic parameters
(half life and inactivation rate constant) and thermal properties by differential scanning
calorimetry (DSC) of the enzyme treated in [Emim][Tf2N] and preservatives. The effect on the
catalytic activity of treated enzyme was determined by studying the [Emim][Tf2N]
concentration in reaction medium, temperature and pH optimum in both IL and preservatives,
and by the addition of organic solvents acetone, ethanol and isopropanol at concentrations 25%
and 50% (v/v) (solvent/enzyme treated in IL). In the assay containing organic solvent and IL it
was calculated Michaelis-Menten constant (Km) and the maximal velocity (Vmax). The IL
selected as the best keratinase stabilizing was the hydrophobic [Emim][Tf.N], with the best
effect at 70°C, reducing 16% of its initial activity after 15 min, whereas the enzyme treated in
sorbitol+CaCl, was 38%. The half life at 70°C were determined for the keratinase treated in
polyethylene glycol 1500, sorbitol+CaCl, and [Emim][Tf.N] of 2.2 min, 28.9 min and 6.4 h,
respectively, and 6.4 h for sorbitol+CaCl. and 3 h for polyethylene glycol at 55°C. At 55°C the
enzyme in IL had little reduction in activity, maintaining 70% of the initial in 32 days. In DSC
analysis, the enzyme was stable thermodynamically better when treated in [Emim][Tf.N],
maintaining its molecular integrity until the temperature 143.2°C. The concentration of IL
added to the reaction medium which led to highest activity was 4.5% (v/v). The optimum
temperature of the enzyme treated in IL and sorbitol+CaCl; was 50 and 60°C and the optimum
pH was 8.0 and 8.5, respectively. The enzyme treated at 50% (v/v) of IL and acetone added to
the reaction medium with IL concentration of 2.3% (v/v) increased 1.5 times the activity value,
with Ky of 0.94 mg.mL? and Vmax of 25.9 U.mg?. Therefore, [Emim][Tf.N] was able to
stabilize the keratinase and with the addition of acetone provided the use of a smaller amount
of the IL, obtaining higher activity.

KEY WORDS: keratinase, 1-ethyl-3-methylimidazolium bisv (trifluoromethylsulfonyl)imide,
thermal stability, enzymatic activity, Bacillus, chemical preservative.
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1 INTRODUCAO

A queratina é uma proteina estrutural de dificil degradacdo, pois é formada por
cadeias compactas e rigidas de pontes dissulfeto e ligagdes cruzadas. Esta presente em pelos,
penas, unhas, chifres, escamas e cascos. A alta geracdo desses residuos queratinosos faz com
que haja acimulo no ambiente (ANITHA; PALANIVELU, 2013; GUPTA; RAMNANI, 2006).

A enzima queratinase, um tipo especial de protease, tem atraido atencdo de
pesquisadores por causa de sua acdo de hidrdlise sobre a queratina. Micro-organismos
queratinoliticos e queratinases microbianas apresentam um ramo de potencial aplicacGes
industriais, com alta bioconversdo de residuos queratinosos: agentes depilatério na industria de
couro e téxtil (LETOURNEAU et al., 1998; RIFFEL; ORTOLAN; BRANDELLI, 2003;
FOROUGHI; KESHAVARZ; EVANS, 2006; ISMAIL et al., 2012), degradacao de penas de
galinha em frigorificos, hidrolisados proteicos para alimentos (GRAZZIOTIN et al., 2007),
hidrélise de prions (LANGEVELD et al., 2003; YOSHIOKA et al., 2007), producdo de
biohidrogénio (BALINT et al., 2005), aditivo na formulacéo de detergentes (HADJ-ALI et al.,
2007), aumento da eficacia de medicamentos (MOHORCIC et al., 2007), fertilizantes (PAUL
et al., 2013), dentre outros.

Devido ao seu vasto campo de aplicacdo, é necessario manter a estrutura
tridimensional da protease e evitar mudangas no seu microambiente, os quais causam a
desnaturacdo levando ao desdobramento e inativacao enzimatica (PATEL; KUMARI; KHAN,
2014). A aplicacdo industrial destes biocatalisadores é dependente de sua estabilidade
operacional e de armazenamento, a meia vida, que fornece informacdes sobre a capacidade de
manutencdo biocatalitica entre o tempo de fabricacdo e uso. Por outro lado, a estabilidade
operacional descreve a persisténcia da enzima durante o processo sob as condicdes de utilizacdo
(AGUIAR-OLIVEIRA; MAUGERI, 2011).

Os metodos de estabilidade de enzimas variam de acordo com o tipo da protease,
dentre eles destacam-se a utilizacdo de preservativos como polietilenoglicol, poliois, amido,
solventes organicos, ions metalicos, detergentes e liquidos iénicos (LI); imobilizag&o; sistemas
de alta pressdo e engenharia de proteinas (DE DIEGO et al., 2004; RADHA,;
GUNASEKARAN, 2009; GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI, 2003; IYER;
ANANTHANARAVAN, 2008; PRAKASH; JAYALAKSHMI; SREERAMULU, 2010,
EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009, FAGAIN, 2003). Sendo cada método

limitado pelo tipo de biocatalisador (enzima), custos e condi¢Ges operacionais.



As enzimas do tipo celulase, peroxidase, a-quimotripsina, B-galactosidase sédo
reportadas por Bose, Barnes e Petrich (2011), Machado e Saraiva (2005), Attri, Venkatesu e
Kumar, (2011) e Kaftzik, Wasserscheid e Kragl (2002), respectivamente, por exibirem aumento
de estabilidade em liquidos ibnicos, essas enzimas também favoreceram a seletividade pelo
substrato, regio- e enantioseletividade (MONIRUZZAMAN et al., 2010). Os liquidos i6nicos
sdo conceituados como sais, inteiramente compostos por ions, que s&o compostos por um cétion
organico e um anion inorganico (LOZANO, 2010). A possibilidade de manipulacéo de suas
caracteristicas fisico-quimicas os torna adequados para as inumeras aplica¢Ges industriais. Em
comparagdo com o0s solventes organicos, os liquidos i6nicos tem muitas propriedades
favoraveis, tais como baixa pressdo de vapor, elevada condutividade i6nica, elevada
estabilidade térmica e capacidade de dissolucdo de uma variedade de solutos (NAUSHAD et
al., 2012).

Além da estabilidade enzimatica, a atividade biocatalitica é outra caracteristica
importante na manutencdo da funcionalidade de proteinas. Esta é afetada por diversas
propriedades dentre elas a polaridade do LI, viscosidade do meio, forma de dispersdo, tipos de
ligantes, que sdo dependentes do LI escolhido (PATEL; KUMARI; KHAN, 2014;
MONIRUZZAMAN et al., 2010; RANTWIJK; SHELDON, 2007; ZHAO, 2005), e por fatores
ambientais, como temperatura, pH e meio reacional, pardmetros que devem ser conhecidos para
uma melhor otimizacéo do processo (JURADO et al., 2004).

Com base na importancia do exposto acima, o uso de liquidos idnicos € uma
tecnologia promissora e aplicavel na estabilizacdo e biocatalise de diversas enzimas.
Considerando a caréncia de um estudo aprofundado para a enzima queratinase, este trabalho se
deteve na avaliacdo da estabilidade e propriedades cataliticas da protease queratinolitica
produzida por Bacillus sp. P45, com o intuito de colaborar cientificamente com este campo do

conhecimento.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a estabilidade térmica e as propriedades -cataliticas da protease

queratinolitica tratada em liquidos iénicos.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar o tratamento da enzima com liquidos idnicos, selecionando-o quanto as
propriedades de termoestabilidade.

Determinar o efeito estabilizante pelo uso de preservativos quimicos comparando
ao uso de liquido idnico no tratamento da queratinase.

Determinar os parametros cinéticos (meia vida e kq) e propriedades térmicas da
enzima tratada nas melhores condices.

Determinar a temperatura e pH 6timos da enzima tratada no liquido iénico e
preservativos selecionados.

Avaliar o efeito de solventes organicos na atividade enzimatica da enzima tratada

com liquido ibnico.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Enzimas

A biotecnologia estd se expandindo no mercado, devido ao aumento da
conscientizacdo sobre questdes ambientais, oferecendo vantagens em relacdo as tecnologias
quimicas. De acordo com o estudo publicado eletronicamente na Business Communications
Company Inc., o mercado industrial de enzimas foi estimado em quase $4,5 bilhdes em 2012 e
cerca de $4,8 bilhdes em 2013. O mercado deve chegar a 7,1 bilhdes em 2018, com uma taxa
composta de crescimento de 8,2% de 2013 até 2018.

As enzimas, em sua maioria proteinas, apresentam eficiéncia catalitica com a
caracteristica de apresentar alto grau de especificidade por seu substrato. Atuam em sequéncias
organizadas, catalisando as centenas de reagdes sucessivas pelas quais as moléculas nutrientes
sdo degradadas, sendo fundamentais para qualquer processo bioquimico (LEHNINGER, 1997).

As proteinas sdo heteropolimeros formados por aminoacidos ligados
covalentemente por ligacGes peptidicas. As regides da proteina sdo divididas em quatro niveis.
A denominada ligacdo primaria corresponde a sequéncia de aminoacidos. A estrutura
secundaria corresponde ao arranjo espacial de aminoacidos adjacentes na forma tipo a-hélice e
do tipo folha . As interacGes entre aminoacidos, provocando tor¢des e dobramentos de regides
da macromolécula, compde a estrutura terciaria, importante por configurar o sitio catalitico da
enzima. A estrutura quaternaria refere-se ao arranjo espacial das subunidades das cadeias
proteicas (LIMA et al., 2001).

Para uma enzima ser comercialmente utilizavel, esta deve possibilitar uma melhoria
de processo, viabilizar produtos que ndo sdo disponiveis ou presentes em pequenas quantidades.
Embora alguns destes biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e vegetais, a grande
maioria das enzimas industriais € obtida de micro-organismos (bactérias, leveduras e fungos
filamentosos). As principais enzimas utilizadas industrialmente sdo: a-amilase, glicoamilase,
B-galactosidase, glicose isomerase e varias proteases (HARJU; KALLIOINEN.
TOSSAVAINEN, 2012; BON; FERRARA; CORVO, 2008; LIMA et al., 2001).

Muitas enzimas apresentam uma estrutura tridimensional caracteristica. Esta
estrutura, € o principal fator para a atividade, sendo mantida por pontes de dissulfeto, ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas (van der Waals) (RANTWIJK; SHELDON, 2007).

Em condigdes extremas, as enzimas podem sofrer desnaturagdo, se for reversivel,
causa o desdobramento da estrutura terciaria da enzima em desordenadas cadeias polipeptidicas

sem estrutura funcional ou estabilidade. Se for irreversivel, a enzima pode ser sofrido alteracdes



quimicas levando a perda de atividade seguida da inativacdo por desdobramento (IYER,;
ANANTHANARAVAN, 2008).

3.2 Proteases

As proteases, também denominadas proteinases ou peptidases, participam das
reacOes de catalise na hidrdlise de ligacbes peptidicas em proteinas e peptideos. Tém presenca
universal em todas as formas de vida e constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
comerciais com aplicagbes principalmente na inddstria de processamento de alimentos,
detergentes e couro (BRANDELLI, 2008; ANITHA; PALANIVELU, 2013).

Sdo hidrolases, porém existem outros critérios que as classificam em vista de que
todas catalisam, basicamente, a mesma reacdo — hidrdlise de ligacbes peptidicas. S&o eles (i)
pH de atividade 6tima, em proteases acidas, neutras ou alcalinas; (ii) natureza quimica e
mecanismo do sitio catalitico, em aspartil, cisteino, metaloproteases, serino ou treonino;
(iii) tipo de reacdo catalisada, em endo ou exoproteases, dependendo do local de clivagem em
relacdo as regides terminais do substrato e (iv) relagdes evolutivas no que diz respeito a sua
estrutura, classificadas em seis grupos denominados “clans” todas com a mesma origem:
serinoproteases (RAO et al., 1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; PAGE; Di CERA, 2008;
BARRETT; RAWLINGS, 1995).

As queratinases (EC 3.4.21-24/99.11) sdo uma particular classe de enzimas
proteoliticas, na sua maioria extracelular, classificadas, predominantemente, como serino ou
metaloproteases (RADHA; GUNASEKARAN, 2009). Como caracteristica diferencial frente a
outras enzimas, apresentam a capacidade de degradar a queratina (proteinas recalcitrantes
presente na epiderme e seus constituintes como penas, pelos, chifres, unhas, cascos e 1d) (BACH
etal., 2011; ANITHA; PALANIVELU, 2013; GUPTA; RAMNANI, 2006).

Com relacdo aos mecanismos de hidrolise, as queratinases sdo principalmente
endoproteases que mostram uma ampla faixa de atividade, frequentemente de forma mais eficaz
na hidrdlise de proteinas soltveis (como caseina) do que nas proteinas insollveis (como
queratina) (SALA et al., 2014; SYED et al., 2009; FARAG; HASSAN, 2004). Residuos ricos
em queratinas sdo de dificil degradacdo, por apresentar cadeias polipeptidicas densamente
compactas e fortemente estabilizadas por varias ligacbes de hidrogénio e interacGes
hidrofobicas, além disso o grande numero de pontes dissulfeto intercadeias conferem
estabilidade mecanica e resisténcia a degradacdo proteolitica de queratinas por proteases
comuns (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).



No cultivo microbiano para a producdo de queratinase ocorre um processo
complexo, pois a hidrolise da queratina envolve sulfitolise e protedlise, isto €, a reducdo de
pontes de dissulfeto, a qual compde a estrutura da queratina, evidenciada pela producdo de intra
e extracelulares dissulfeto redutases, liberando sulfito e tiossulfato durante o crescimento
microbiano, ou mesmo através do potencial redutor das células microbianas (BRANDELLI;
DAROIT; RIFFEL, 2010). Portanto, com poucas exce¢des, as enzimas queratinoliticas
purificadas sdo ineficazes para hidrolisar a queratina nativa, esse comportamento é atribuido

aos altos niveis de pontes dissulfeto na molécula de queratina.

3.3 Producdo e purificacdo de queratinase

Micro-organismos séo produtores de uma grande variedade de proteases, de forma
intracelular e/ou extracelular. Proteases intracelulares sdo importantes para Varios processos
metabolicos e fisiologicos, e as extracelulares sdao importantes para a hidrdlise de proteinas em
ambientes livres de células, permitindo que o produto de hidrdlise sirva como fonte de carbono
e nitrogénio para multiplicacdo celular (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; BON; FERRARA,;
CORVO, 2008).

Muitos sdo 0os micro-organismos queratinoliticos. Entre os fungos, queratinases sao
particularmente produzidas por dermatofitos isolados de lesGes humanas e animais
(MARCONDES et al., 2008). Entre as bactérias, a atividade queratinolitica tem sido bastante
estudada entre cepas do género Bacillus (CORREA; DAROIT; BRANDELLI, 2010; LEAES
et al.,, 2013; SHRINIVAS; KUMAR; NAIK, 2012) e Streptomyces (XIE et al., 2010;
TATINENI et al., 2008;). No entanto, varios estudos documentam que ha uma diversidade de
bactérias com habilidades de producdo, incluindo bactérias gram-positivas como as Arthobacter
sp. (LUCAS et al., 2003), Mycrobacterium sp. (THYS et al., 2004) e Kocuria résea (BERNAL;
CAIRO; COELLO, 2006), e bactérias gram-negativas como as Vibrio sp. (GRAZZIOTIN et
al., 2007), Stenotrophomonas sp. (JEONG et al., 2010), Chryseobacterium sp. (SILVEIRA;
JAEGER; BRANDELLI, 2009) e Serratia sp. (BACH et al., 2012).

A producéo de queratinase é induzida por substratos queratinosos (penas de galinha,
farinha de penas e pelos) que sdo frequentemente adicionados ao meio de cultivo. Estes
materiais ricos em queratina, sdo produzidos em quantidades elevadas pelos setores
agroindustriais, sendo normalmente descartados como residuos. Portanto, a tecnologia
microbiana alia a producdo de produtos rentaveis (queratinases, biomassa microbiana,
hidrolisados de proteinas) a partir de substratos de baixo custo como uma alternativa eficiente
de aproveitamento de residuos (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).



Queratinases microbianas tém vérias aplicacfes biotecnoldgicas como, por
exemplo, hidrolisar residuos queratinosos (penas, cabelo e chifre), em formulagdes de
detergentes para eliminar tensdo epitelial de ceélulas que aderem as fibras téxteis, limpar as
obstrucdes no sistema de esgoto durante o tratamento de aguas residuais nas industrias,
promissores biocatalisadores nos processos de depilacdo em industria de couros, degradagéo de
prions e utilizados em produtos farmacéuticos e cosméticos. Além disso, elas podem também
ser usadas na conversdo de penas de aves ou residuos agroindustriais em produtos com valor
agregado, incluindo aminoécidos essenciais (serina, cisteina e prolina), peptideos, fertilizantes,
colas, filmes e fonte de queratina de baixo custo para melhoria nutricional de racdes e aplicactes
biotecnoldgicas (ANITHA; PALANIVELU, 2013).

De acordo com o grau de pureza de interesse, € necessario realizar, ap6s a producéo,
um processo de downstream, que consiste em etapas envolvendo operagdes unitarias, como
exemplo, a cromatografia de troca i0nica, salting out com sulfato de aménio, ultrafiltrag&o,
liofilizacdo e sistema aquoso bifasico (GUPTA et al., 2002). Neste contexto, o sistema aquoso
bifasico, formado por dois polimeros ou um polimero e sal, € uma técnica de particdo onde a
biomolécula se concentra em uma das fases, geralmente composta pelo polimero. Essa técnica
apresenta como vantagem ser econdmica, facil, permitindo ampliacéo de escala (WU et al.,
2000). Seu uso combinado com a ultrafiltragdo, processo de separa¢do por membranas, permite
a concentracdo do bioproduto com menor nimero de contaminantes através de lavagens
sucessivas, com agua ou tampao, pela técnica de diafiltracao.

No estudo de Sala et al. (2014) o sistema aquoso bifasico foi aplicado na purificacao
da queratinase produzida por Bacillus sp. P45. Compreendendo duas etapas, formada por PEG
e sais, foi capaz de promover a purificacdo desta enzima em 5,6 vezes com 90% de recuperagéo
enzimatica. A queratinase foi particionada na fase de topo, composta por PEG. A retirada deste
polimero foi através da aplicacdo de ultrafiltracdo e diafiltracdo, resultando em um fator de

purificacdo de 6,1 e recuperacdo enzimatica de 56,3%.

3.4 Mecanismos de estabilidade
O mecanismo de estabilidade apresenta duas distintas defini¢Ges, a termodinamica
(ou conformacional) e a cinética. A estabilidade termodinamica conceitua-se como a resisténcia
da proteina em se dobrar de uma forma que leva a desnaturacéo enquanto que a cinética mede
a resisténcia para a inativacao irreversivel. Ambos tipos sdo representados como:
N <£> U <E> I

K
N— U corresponde a estabilidade termodinamica;



k
N— I corresponde a estabilidade cinética.

A molécula da enzima normalmente existe no estado ativo nativo N que estd em
equilibrio com a parte desnaturada e enzimaticamente inativo (estado U). Em altas
temperaturas, a enzima tende a se desdobrar em um processo cooperativo. A temperatura em
que N = U é chamada temperatura de transicdo ou temperatura media de desnaturacdo (Tm) da
enzima. A Tm de enzimas varia de 30°C até proximo a 100°C (IYER; ANANTHANARAVAN,
2008; FAGAIN, 1995).

A estabilidade catalitica € um fator limitante na maioria dos bioprocessos, pois
indica a viabilidade do processo. A atividade e estabilidade térmica das enzimas sao
influenciadas por diversos fatores ambientais (temperatura, pH, agitacdo e meio reacional), 0s
quais dependem fortemente da estrutura tridimensional ou conformacéo espacial da proteina
(JURADO et al., 2004). O conhecimento destes parametros, nas condi¢des de funcionamento,
auxiliam na otimizacéo e rentabilidade dos processos enzimaticos.

O principio que rege a estabilidade das enzimas é a camada de 4gua ligada a
superficie da proteina por ligacbes de hidrogénio, que a envolve por toda a molécula. Essa
camada de hidratacdo ou parte dela representa a parte integra da proteina e, é essencial para a
sua funcdo. A inativacao que ocorre por varios solventes organicos se deve ao deslocamento da
agua limite, por parte do solvente, ocasionando uma mudanca drastica na estrutura da proteina
(IYER; ANANTHANARAVAN, 2008).

Sdo varios 0os métodos de estabilidade de enzimas do tipo proteases, dentre eles
destacam-se: (i) uso de compostos como PEG, polidis, amido, solventes organicos, ions
metalicos, detergentes e liquidos ibnicos (GUPTA et al., 2002; KARBALAEI-HEIDARI;
SHAHBAZI; ABSALAN, 2013; RADHA; GUNASEKARAN, 2009; GHORBEL; SELLAMI-
KAMOUN; NASRI, 2003); (ii) sistemas de alta pressao (MICHELS; CLARK, 1997;
EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009); (iii) imobilizacdo (ABDEL-NABY etal.,
1998; PRAKASH; JAYALAKSHMI; SREERAMULU, 2010); (iv) engenharia de proteinas
(ILLANES, 1999). Tais abordagens tém sido bastante exploradas para impedir as alteracdes
conformacionais da enzima em ambientes adversos, e consequente desativacao.

O Quadro 1 apresenta um esquema geral dos fatores fisicos, quimicos e biol6gicos
que afetam a estabilidade e o Quadro 2 apresenta o0s tipos de compostos preservativos que ja

foram utilizados para proteases alcalinas.



Quadro 1 —Desnaturantes fisicos, quimicos e bioldgicos com seus sitios alvo e 0

resultado da forma desnaturada da proteina.

Tipo de desnaturante

Alvo

Forma final

Desnaturantes Fisicos

Estrutura desordenada

Calor LigacOes de hidrogénio Agregados
. Ligagdes hidrofabicas Agregaros
Frio Mondmeros inativos

Grupos solvatados

Forcas mecanicas

Grupos solvatados
Volume vazio

Estrutura desordenada
MonOmeros inativos

Radiacao

Grupos funcionais como
cisteina e ligacOes peptidicas

Estrutura desordenada
Agregados

Desnaturantes Quimicos

Grupos descarregados

Totalmente desnaturado

Acido ocultos no interior da
molécula
Grupos descarregados
Alcali ocultos no interior da Totalmente desnaturado

molécula

Organicos formadores de
ligacGes de hidrogénio

Ligacdes de hidrogénio

Totalmente desnaturado

Estrutura desordenada

Sais Grupos polares e ndo polares

Cadeias peptidicas

Solventes Grupos ndo polares ordenadas com regides

helicoidais
Dominios hidrofébicose | Conformacao desordenada

Surfactantes grupos carregados Larga regido helicoidal
Enzima inativada
Oxidantes Grupos funcionais Algumas estruturas

desnaturadas

Metais Pesados

Grupos funcionais

Enzima inativada

Agentes gquelantes

Cations importantes para a
estrutura ou funcional

Enzima inativada

Desnaturantes bioldgicos

Proteases

LigacOes peptidicas

Oligopeptideos, aminoacidos

Fonte: BAILEY; OLLIS, 1986; IYER; ANANTHANARAVAN, 2008.




Quadro 2 — Preservativos estudados em proteases.

) ) ) Condicgoes )
Fonte microbiana Preservativos ] Consideracdes Fonte
do ensaio
CaCl, (5, 10, 20 mmol.LY), MgCl. (5, 10,
- 20 mmol.LY), glicina (0,5 e 1 mol.LY), glicerol (10 e .
Conidiobolus 20%), manitol (10 e 20%), sorbitol (10 e 20%), xilitol E;?bﬂﬂzaddee Trealoseoe sorbitol foram destaque |\ o 11 -
brefeldianus MTCC | (10 ¢ 2096), PEG 6000 (5, 10 e 15%), NaCl (0,5¢1M), |a  5ooc/ | SO 80% da atividade residual | oy, ay 5014
5184 K:HPO4 (0,5 e 1M), (NH2)2SO4 (5, 10 & 15%), pH 9/ 3h, | depoisde 4 h de incubacdo a S0°C.
trealose e sorbitol (10, 20, 30, 40 e 50%)
A concentracdo de 5 mol.L? de
sorbitol B promoveu GHORBEL:
Glicerol, manitol, sorbitol e xilitol (ambos 10%), Ca?*, termoestabilitadade da  protease | o\ a4
Bacillus cereus BG1 Mg*2, Mn*2, Zn?* e Cu?* (5 mmol.L™%) 60°C/ pH 8/ | quando incubada PO | AMOUN:
1-3h. 60 min a 60°C, na presenca do ion NASRI 2063
Ca?* aumentou 350% a atividade ’
relativa da enzima.
60°C e | Todos 0S preservativos
_ _ _ Ca?* (1, 5, 10 mmol.L), PEG 6000, glicerol, sacarose, | 65°C/ aumentaram a meia vida da|BEG, GUPTA,
Bacillus mojavensis manitol, sorbitol, amido (todos 1% m/v) pH 10,5/ | protease em 2 e 4 vezes a 60 e | 2003
6 h. 65°C, respectivamente.
500C/ A adicdo de Ca*? ou dlcoois
Bacillus clausii 1-52 Propilenoglicol 10% (v/v) e Ca** 1 mmol.L™ pH 11/ polihidricos causaram aumento da | JOO et al., 2005
até 24 h. estabilidade térmica.
CaCly, CoCly, CuSOs, HgClo, MgSOs, MnCls, ZnS0s | 2>.C A presenca de CaClz e MgSO4 | ) \poyr o o1
Bacillus sp. P45 (todos 1 e 5 mmol.LY) pH 7/_ aumentaram a atl\{ldade para 121,5 2010
10 min e 124,2%, respectivamente.

0T
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Fagain (1995) classifica os preservativos em osmolitos e i6nicos. Osmolitos sdo
considerados descarregados e afetam a viscosidade do solvente e tensdo superficial, s&o
incluidos poliois, polissacarideos e aminoacidos. Preservativos ibnicos atuam protegendo as
cargas superficiais.

A estabilidade esta relacionada com o aumento das forgas hidrofdbicas no interior
da molécula de proteina. Solventes com baixa constante dielétrica fortalecem as interacoes
hidrofébicas entre residuos ndo polares. fons estabilizantes agem ligando-se, por ligacdes
especificas ou ndo especificas, ao sitio catalitico. Também, podem permitir uma ligacédo
adicional dentro da molécula de proteina impedindo o desdobramento da mesma em altas
temperaturas. Altos teores destes residuos carregados em torno da molécula da enzima
contribuem para a manutencdo da estabilidade por interacGes eletrostaticas (BIJINA et al.,
2011).

3.5 Liquidos idnicos

Liquidos i6nicos (LI) s&o sais orgéanicos formados de um cétion orgéanico
(frequentemente por um grupamento alquil ligado em um imidazélio ou piridina ou ion aménio
quaternario) e um anion inorganico (MONIRUZZAMAN et al.,, 2010). Tem atraido
consideravel atencdo e motivado novos interesses em transformacbes enzimaticas
(DABIRMANESH et al., 2011), sendo que a sua utilizagdo na area de biotecnologia ainda ndo
foi totalmente determinada.

Apesar de haver muita discussdo na literatura sobre a real definicdo dos LI, existe
um conceito mais amplo que parece ser consenso entre 0s especialistas neste assunto: sao
substancias eletroliticas liquidas a temperaturas abaixo de 100°C, constituidos exclusivamente
por ions. Apresentando como caracteristicas fisico-quimicas (MEDEIROS et al., 2013;
LOZANO, 2010):

(i) Possuir pressdo de vapor desprezivel, ou seja, ndo contribuem para a
poluicdo atmosférica da forma como contribuem os solventes organicos;

(i) Apresentar-se como bons solventes para muitos materiais organicos e
inorganicos. Isso permite que sejam usados em rea¢6es com ambos 0s tipos de reagentes, sendo,
portanto, vidveis e extremamente atrativos do ponto de vista tecnoldgico e industrial;

(i) Possuir  propriedades ajustdveis com relacdo a polaridade,
hidrofobicidade, viscosidade, densidade e miscibilidade a um solvente;

(iv) Né&o séo inflamaveis;
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(V) Possuir a capacidade para estabilizar as enzimas, mantendo a sua
conformacao nativa e ativa sob condicOes adversas.

Dentre suas atuais aplicacfes destacam-se na area técnica industrial (separacao de
gases, extracdo de solutos, novos solventes), biologia aplicada (farmacos, biomassa, pesticidas),
energia (baterias, células solares, propulsdo ibnica), fisica aplicada (transferéncia de calor,
nanocompostos, lubrificantes), catalisadores homogéneos e heterogéneos, processos
biocataliticos, remocdo de ions metalicos, purificacdo de gases, degradacdo fotoliticas de
compostos organicos (ALVAREZ, 2010).

A Figura 1 apresenta alguns cations e anions que formam os LI.

Figura 1 — Tipos de ions presentes nos liquidos iénicos. (1) 1-alquil-3-metilimidazolio;
(1) N-alquil-N-metilpirrolico; (111) tetraalquilamonio; (IV) etilamdnio; (V) colina;
(V1) guanidina; (V) trifluorometilsulfonato; (V111) bis(trifluorometilsulfonil)imida;
(IX) alquilsulfato; (X) diciamida.
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Fonte: WEINGARTNER; CABRELE; HERRMANN, 2012.

Estudos de reagdes enzimaticas em liquidos i0nicos apresentaram que as enzimas
exibiram uma excelente seletividade pelo substrato, regio- e enantioseletividade.
Adicionalmente, muitas enzimas mantiveram elevada estabilidade térmica e operacional
(MONIRUZZAMAN et al., 2010). A suscetibilidade a desnaturacdo das proteinas em liquidos

ibnicos é influenciada pelo tipo de ion do liquido. Cations e &nion podem interagir com 0s
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grupos carregados da enzima alterando a sua estrutura, os anions predominantemente sao mais
relevantes neste quesito, por serem mais polarizaveis e fortemente hidratados (YANG; PAN,
2005).

O efeito de ions na atividade e estabilidade enzimatica segue a série de Hofmeister,
em que a solugdo enzimatica é normalmente estabilizada por &nions cosmotropicos e cations
caotropicos, mas desestabilizada por anion caotrépico e cation cosmotrépico (ZHAO, 2005).
Anions e cations cosmotropicos sdo formadores da estrutura da agua fortemente hidratados,
possuem uma forte interacdo com as moléculas de &gua. Os anions cosmotrépicos
proporcionam uma camada de hidratacdo muito bem estruturada ¢ levam ao efeito ““salting-
out”, dos grupos ndo polares da superficie da proteina. Por outro lado, os &nions caotropicos e
cations cosmotrdpticos solubilizam, termo do inglés “salting-in”, a por¢do peptidica e
consequentemente interagem mais fortemente com a forma desdobrada da proteina do que a
forma nativa. Essa definicdo ndo se aplica para LIs hidrofébicos e hidrofilicos anidro
(RANTWIK; SHELDON, 2007; PATEL; KUMARI; KHAN, 2014).

As enzimas sdo usualmente ativas em LI contendo anions BF4, PFs e NTf, (Figura
2), mas ndo em LI contendo anions Cl, NOs, CF3SOg, trifluoroacetato ou acetato. Uma possivel
razdo para essa diferenca é a menor interacdo por ligacGes de hidrogénio entre a enzima e 0
anion. O anion BF4 distribui a carga negativa através dos quatro &tomos de fllor, o anion PFg
sobre os seis atomos de fluor e o &nion NTfg sobre cinco atomos. A baixa interacdo diminui a
interferéncia destas pontes com as ligacdes de hidrogénio internas da enzima, afetando
positivamente a atividade (PARK; KAZLAUSKAS, 2003).

Figura 2 — Liquidos i6nicos mais utilizados.
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Fonte: PARK; KAZLAUSKAS, 2003.

Estudos mostram a utilizacdo de LIs em sistemas de biocatalise, Dang et al. (2007)
verificaram que a atividade da enzima lipase pré-tratada com LIs hidrofébicos ([Bmim][PFe] e

[Emim][Tf2N]) mostrou-se levemente mais alta do que a atividade quando utilizando os LIs do
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tipo hidrofilicos ([Bmim][BF4] e [Emim][BF4]), com valores de atividade 1,81, 1,66, 1,56, 1,60
vezes maior que a enzima sem tratamento, respectivamente. Também, o uso de LIs aumentou
a estabilidade térmica da enzima, mantendo sua atividade em altas temperaturas (60°C) por
durante 7 dias, ao invés de 12 h sem o tratamento. Essa melhoria deve-se provavelmente a
presenca dos ions que compactam a estrutura da enzima protegendo-a da desnaturacdo.
Karbalaei-Heidari, Shahbazi e Absalan (2013) estabilizaram uma protease extracelular
purificada em pelo menos uma das concentracdes testadas dos liquidos durante o tempo de
30 min A 37°C, com melhor comportamento para o [Cemim][PF¢], obtendo ainda, o aumento
de 90% na atividade enzimatica na concentracdo de 50%. Por outro lado, Dabirmanesh et al.
(2011) avaliaram a influéncia do tampé&o aquoso adicionado de LIs ([Bmim][ClI] e [Cemim][Cl])
frente a atividade e estabilidade das enzimas a-amilase meséfila e termofila, observaram
acentuado decréscimo da atividade enzimatica, de 80% na enzima termofila e de 30% da enzima
mesdfila, se comparados com a atividade inicial (sem adigdo de L1Is).

Em comparacdo com outros aditivos, o nimero de cations e anions que formam os
liquidos i6nicos permite o ajuste nas propriedades destes solventes de acordo com o interesse

de aplicacdo, oferecendo estratégias eficientes para a finalidade do processo.

3.5.1 Propriedades dos liquidos idnicos

As propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas geralmente dependem da estrutura
do cation (da simetria, do tamanho da cadeia alquil, grupos hidrofobicos) bem como do grau de
deslocamento da carga anidnica. Uma das mais notaveis propriedades dos liquidos i6nicos é
que sdo capazes de formar interacdes intermoleculares, como dipolo, ligac6es de hidrogénio,
dispersiva e idbnica (MONIRUZZAMAN et al., 2010).

O arranjo tridimensional dos liquidos idnicos a base de imidazdlio sdo geralmente
formados através de cadeias de ligacdes imidazolio (Figura 3). Em alguns casos, sdo tipicas as
interagdes m-m entre as ligagdes imidazolio e, em sais 1-alquil-3-metilimidazélio também
podem ocorrer interacdes fracas do tipo C-H+m entre grupos metil e liga¢des imidazolio
(DUPONT, 2004).

Os LlIs sdo caracterizados por diversas propriedades, consideradas impactantes na
atividade e estabilidade de enzimas, como sua polaridade, ligacbes de hidrogénio,

nucleofilicidade do anion, viscosidade, pH e impurezas (ZHAO, 2005).
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Figura 3 — Esquema do arranjo de cations imidazdlio apresentando os canais onde 0s

anions esféricos A sdo acomodados.

FONTE: DUPONT, 2004.

3.5.1.1 Polaridade

Os liquidos i6nicos formados por 1-alquil-3-metilimidazdlio sdo solventes polares,
misciveis em solventes como clorometileno e imiscivel em hexano e 4gua (com exceg¢des, como
0 [Bmim][BF4]), um indicativo que mede a polaridade é através da escala de Reichardt's
(PARK; KAZLAUSKAS, 2003). Em vérios LlIs a polaridade medida por esta escala é cerca de
0,6 (tendo como valor 0, o tetrametilsilano (ndo-polar) e 1 para a &gua (polar)) (ZHAO, 2005).

H& um decréscimo na polaridade em liquidos idnicos a base de 1-alquil-3-
metilimidazélio com o aumento do tamanho da cadeia alquilica, consequentemente resultando
na perda da atividade enzimatica, verificado através do estudo de Machado et al. (2014), para
uma peroxidase obtida de uma raiz.

Lozano et al. (2001) observaram que em baixa polaridade dos LlIs, a atividade da
a-quimiotripsina é reduzida. O mesmo comportamento foi observado para lipase, a atividade
da enzima aumenta com o aumento da polaridade do LI durante a reacdo de acetilacdo do
1-feniletanol com vinil acetato (PARK; KAZLAUSKAS, 2001).

3.5.1.2  LigacGes de hidrogénio

Segundo Lau et al. (2004) as ligac6es de hidrogénio podem ser responsaveis pela
compreensdo das interagfes de proteinas e liquidos idnicos. A dgua € um meio composto por
ligagBes de hidrogénio e um liquido i6nico deve seguir com a mesma finalidade da agua para

dissolver as proteinas em particular no que diz respeito as propriedades do anion. A interagédo
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por ligacGes de hidrogénio aceptoras ndo pode ser muito forte, do contrério, a dissociacdo das
ligacdes de hidrogénio que mantém a integridade estrutural por a-hélices ¢ B-folhas ir& causar
o0 desdobramento da proteina. Assim, para manter a atividade de enzimas dissolvidas em LI,
deve haver um equilibrio das ligacGes de hidrogénio entre moderados aceptores e doadores.
Adicionalmente, estas ligagcdes podem ser um fator para verificar a compatibilidade
das enzimas com um determinado liquido idnico. Anions que formam fortes ligacbes de
hidrogénio podem dissociar estas ligacGes que mantém a integridade das a-hélices e B-folha,
causado desdobramento parcial ou total da proteina (RANTWIJK; SHELDON, 2007).

3.5.1.3 Nucleofilicidade do anion

Através do estudo de Kaar et al. 2003 foi sugerido que a forte nucleofilicidade
(carregado negativamente) do anion afetam a atividade da enzima, anions como [NOg],
[CH3CO2] e [CF3CO2] sdo mais nucleofilicos que [PFs] podendo mais fortemente ser
coordenado para locais carregados positivamente na estrutura da lipase, causando mudancas na
estrutura desta enzima. Outros efeitos dos anions sao mostrados por Zhao et al. (2006) que 0s
classifica como cosmotrdpicos e caotropicos de acordo com a série de Hofmeister e os valores
do B-coeficientes.

3.5.1.4 Viscosidade

A viscosidade dos L1 é elevada se comparado com a dos solventes organicos. Assim
como nos solventes organicos, a viscosidade € dependente das intera¢fes ion-ion, como van der
Waals e ligagdes de hidrogénio (MONIRUZZAMAN et al., 2010).

A viscosidade trata-se de uma grandeza correlacionada com a polaridade, por
exemplo, um LI com cadeias alquil mais curtas no cation tem uma viscosidade inferior, porém
uma polaridade mais elevada. O aumento do comprimento da cadeia alquil produz uma ligeira
reducdo na polaridade do LI, mas um aumento na viscosidade. A viscosidade é mais afetada
pelas cargas do anion do que do cation. A viscosidade diminui na presenca de pequenas quantias
de agua ou solventes organicos ou pelo aumento de temperatura (MONIRUZZAMAN et al.,
2010).

3.6 Caracterizacdo enzimatica

Com o emprego de novas tecnologias, visando maior estabilidade e aplicabilidade,
faz-se necessario avaliar e conhecer as mudangas ocorridas na enzima, assim como cada
parametro que influencia na sua desnaturagdo. Biocatalisadores com estabilidade operacional

determinam uma grande parcela da viabilidade do processo biotecnoldgico (ILLANES, 1999).
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Frente a isso, as propriedades fisicas e quimicas das queratinases vém sendo estudadas como
forma de monitorar as alteracGes ocorridas durante o processo.

Além dos parametros temperatura e pH 6timos, € necessario determinar a cinética
enzimatica e estabilidade térmica, através da determinacdo da meia vida e constante de
desnaturacdo térmica (kq), constante de Michaelis-Menten (Kwm) e velocidade méaxima de reagéo
(Vmax) da queratinase, nas condi¢6es do estudo.

A inativacdo térmica pode ser causada por diversos fatores tais como desnaturacéo,
agregacdo ou dissociacdo de subunidades (SANT’ANNA et al., 2013). A energia de
desnaturacdo é conhecida por ser um processo em que a estrutura secundaria, terciéria e
quaternaria de uma proteina se altera sem quebrar nenhuma ligacdo covalente. O kg é
inversamente proporcional a estabilidade da enzima, como é funcéo da temperatura segundo a
equacdo de Arrhenius, pode ser usado para determinar a energia de ativacdo para reacdo de

desativacao Eg.

3.6.1 Temperatura e pH 6timos

A influéncia do pH na atividade enzimatica € geralmente analisada apenas para
determinar a faixa ideal de pH, sem propor modelos cinéticos que possam explicar essa
dependéncia, porém modelos cinéticos podem ser realizados, através da desprotonagdo da
enzima (JURADO et al., 2004). Todas as enzimas séo sensiveis a concentracao de H* do meio,
existindo uma zona de pH em que a atividade enzimatica € maxima. 1sso ocorre porque as
enzimas possuem grupos ionizaveis, pertencentes aos residuos de aminoacidos da molécula, de
forma que as alternancias de pH podem mudar sua conformacao, sua capacidade de unido com
0 substrato e a atividade catalitica dos grupos que formam o sitio ativo. Em consequéncia pode
haver uma troca na velocidade méaxima de reacdo, na afinidade da enzima pelo substrato ou na
prépria estabilidade (WISEMAN, 1991).

As enzimas sdo moléculas proteicas complexas, sua atividade catalitica esta
relacionada a preservacao da sua estrutura terciaria. Se uma enzima absorve excesso de energia,
a estrutura terciaria pode ser rompida e a enzima muda para o estado desnaturado, acarretado
pela perda de atividade catalitica. A temperatura € uma variavel critica de alguns processos
enziméticos que podem levar a inativacdo. Ao se aumentar a temperatura, espera-se um
aumento de atividade da enzima resultante de colisGes entre enzima/substrato, até um limite
dito 6timo, temperaturas altas fora deste limite as colisdes tornam-se desfavoraveis a enzima e
0 aumento de atividade cessa (RODRIGUEZ-NOGALES; DELGADILLO, 2005).
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A temperatura e pH sdo fatores fundamentais, pois influenciam na velocidade de
reacdo de catalise enzimatica. Todos os grupos ionizaveis da enzima devem estar numa forma
ibnica favoravel para manter a conformacdo do sitio ativo, evitando que seja desnaturada
(RODRIGUEZ-NOGALES; DELGADILLO, 2005).

As propriedades da queratinase microbiana tem forte dependéncia pelo micro-
organismo produtor. A temperatura 6tima de queratinases é bastante variavel, frequentemente
na faixa de 30 a 80°C. Gradisar et al. (2005) caracterizaram duas queratinases obtidas de
diferentes fungos, obtendo como temperatura 6timas a regido de 60-65°C e pH 6timo de 8.
Também avaliaram a Vmax € Km no substrato formado por peptideos aroméaticos com valores de
Vmax de 7,3.10" mmol.s? e 11,7.10" mmol.s* e Km de de 0,17 mmol.L™* e 1,03 mmol.L! em
cada uma das queratinases. A temperatura 6tima da queratinase obtida por Bacillus varia de 50-
65°C, sendo que a queratinase por Bacillus sp. P45 apresentou atividade 6tima na temperatura
de 55°C (DAROIT et al., 2010). Muitas séo proteases alcalinas ou neutras apresentando pH
6timo na faixa de 7,5-9,0. No entanto, algumas enzimas queratinoliticas sdo otimamente ativas
fora desta faixa, mesmo em valores extremos de pH alcalino ou pH ligeiramente acido
(BRANDELLI, DAROIT; RIFFEL, 2010). O valor de pH 6timo da queratinase obtida de
Bacillus sp. P45 foi igual a 8, com alta atividade enzimatica em peptideos sintéticos, com Vmax
de 54,34 mmol min“mg-proteina™® e Km=1,69 mmol.L* (DAROIT et al., 2010).

Chaudhari, Chaudhari e Chincholkar (2013) caracterizaram uma metalo protease
queratinolitica de Chryseobacterium gleum, com valores de temperatura e pH 6timos de 30°C
e 8, respectivamente. Utilizaram o substrato azoqueratina para obter a velocidade méaxima igual
a 1,56 Umin? e Ky de 1,7 mg.mL™. Na literatura consultada ndo foi encontrado a
caracterizacdo de proteases na presenca de liquidos idnicos.

3.6.2 Termoestabilidade

Estudos como o de Corréa, Daroit e Brandelli (2010) avaliaram a termoestabilidade
da queratinase de Bacillus sp. P7 nas temperaturas entre 45-70°C por 90 min. Menos que 25%
da atividade inicial foi mantida depois de incubada nas temperaturas de 55, 60 e 65°C por
10 min, no entanto foi completamente inativada a 70°C neste tempo. A incubagdo em 45°C por
10 e 90 min resultou em atividade residual de 85% e 65%, respectivamente, e a 50°C, 78% e
25% da atividade inicial foi mantida depois de 10 e 90 min, respectivamente. A meia vida foi
calculada como 173 min a 45°C e 53 min a 50°C. A queratinase obtida de Kocuria rosea

manteve totalmente ativa depois de 1 h incubada nas temperaturas de 10-60°C, apresentando
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40% da sua atividade inicial depois de 1 h incubada a 90°C (BERNAL; CAIRO; COELLO,
2006).

A meia vida determinada para a queratinase de Bacillus sp. P45 sem a presenca do
fon Ca?* a 50°C foi de 1,06 min, no entanto a 55°C com a presenca de calcio foi de 14 min
(DAROIT; SANT” ANNA; BRANDELLI, 2011). Para a queratinase obtida a partir da
Chryseobcterium sp. kr6, a meia vida a 55°C com e sem a adic¢do do ion Ca?* foi de 81,8 e
4 min, respectivamente (SILVEIRA et., 2010).

3.7 Efeito de solventes organicos na atividade enzimatica

As enzimas exibem uma capacidade catalitica desejavel quando se encontram na
configuracdo nativa. A conformacdo nativa de moléculas em solugdo é determinada pela
presenca de uma rede composta de ligacbes de hidrogénio e interacOes eletrostatica e
hidrofobicas, que combinadas garantem a camada de hidratacdo ao redor da proteina. O
rompimento dessa camada ou uma forte distor¢do ocasiona a entrada do solvente organico no
interior da molécula modificando as interaces que mantém a forma nativa, o que implica na
perda de propriedades cataliticas (KHMELNITSKY et al., 1988).

Quando a camada de hidratacdo é preservada, as enzimas suspendidas em solventes
organicos mantém sua atividade por muito mais tempo do que quando dissolvidas em tampé&o
aquoso. Uma maneira na qual os solventes afetam a atividade é por interacdo direta com a agua
essencial em torno da molécula enzimatica, a capacidade de solventes hidrofébicos alterarem a
camada de hidratacdo da enzima é menor, assim, esse tipo de solvente afeta parcialmente a
atividade enzimatica. A atividade enzimatica esta relacionada com a quantidade de agua ligada
a proteina e ndo a concentracao de agua nos solventes organicos. Outra propriedade do solvente
que esta relacionado com a atividade catalitica, € a constante dielétrica. A baixa constante
dielétrica das ligacdes de hidrogénio intramoleculares favorecem o aumento das interacdes
eletrostaticas (LIMA; ANGNES, 1999).

3.8 Calorimetria Diferencial de Varredura

Uma andlise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais a
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacdo, € monitorada
em fungéo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra, sob uma atmosfera
especifica, ¢ submetida a uma programacdo controlada (Comité de Nomenclatura da

Confederagéo Internacional de Anélises Térmicas — ICTA).
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O entendimento da relacdo entre a estrutura da proteina, as energias de sua
estabilidade e ligagdes com outras biomoléculas € um ponto interessante na bioquimica e
biotecnologia. Os parametros geralmente usados para caracterizar a estabilidade do sistema (por
exemplo: o estado de dobramento e desdobramento da proteina) € a constante de equilibrio (K)
ou a energia livre (AGo), que é a soma da entalpia (AH) e entropia (AS), estes parametros sao
dependentes da temperatura, através da alteragdo da capacidade de calor (ACp) (BRUYLANTS;
WOUTERS; MICHAUX, 2005).

Sé&o vérias técnicas aplicadas para monitorar a desnaturacdo proteica in vitro, dentre
elas as tecnicas espectrofotométricas como UV/Vis, fluorescéncia intrinseca ou extrinseca,
absorvancia RI, dicroismo circular (proximo e longe do UV) e espetroscopia de Raman. As
técnicas citadas sao utilizadas para isolar proteinas e membranas, mas nao sao apropriadas para
estudar a desnaturacdo da proteina intacta em células, devido a dispersdo de luz e a
complexidade dos sistemas celulares, assim outras duas técnicas tem sido aplicadas como
calorimetria diferencial de varredura, do termo em inglés differential scanning calorimetry
(DSC), e insolubilizacdo de proteinas (LEPOCK, 2005).

A formacéo de estruturas unicas de macromoléculas biolégicas, como proteinas e
seus complexos especificos, ocorrem atraves de reacdes termodindmicas. Nestas reacoes, as
medidas diretas do efeito do calor associado aos processos intramoleculares e intermoleculares
sdo requeridos, através da utilizacdo de técnicas calorimétricas, como o DSC, o qual é
considerado uma das principais técnicas para determinar a estabilidade térmica de proteinas e
a medida de pardmetros termodinamicos da proteina desdobrada termicamente (GILL;
MOGHADAM; RANJBAR, 2010).

Essa técnica pode ser usada para estudar as mudancas na proteina em funcéo da
temperatura. A desnaturacdo térmica induzida pode ser causada pela ruptura de varias forcas
quimicas. As modificacbes endotérmicas estdo associadas com a ruptura de ligacGes de
hidrogénio, enquanto que as mudancas exotérmicas sao resultantes do enfraquecimento das
interacdes hidrofdbicas e de agregacbes da proteina. Sob condigdes controladas de taxa de
aquecimento e concentracdo de proteina, a estabilidade térmica pode ser monitorada pela
temperatura de transicdo. A variagdo de entalpia determina a quantidade de calor necessario
para que ocorra desdobramento da molécula como resultado de desnaturagéo (LI-CHAN; MA,
2002, GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010).

As forcas termodindmicas fundamentais sdo a base da estrutura e funcdo das
moléculas sendo a esséncia da tecnologia quimica. A AG ¢é 1til para descrever quantitativamente

o dobramento da proteina, enquanto que a variagdo da entalpia calorimétrica e T sd0 usadas



21

para delinearizar as forcas estabilizantes ndo-covalentes nos diferentes estados estruturais
(ATTRI; VENKATESU; KUMAR, 2011).

Quando uma macromolécula muda seu estado termodinamico (por exemplo:
desdobrada), a mudanca calorifica é observada. Esta mudanca é devido ao fato que o calor
necessario para aumentar a temperatura de uma solucdo de proteina desdobrada é maior que a
necessaria para uma solucao de proteina dobrada. A variacdo da capacidade calorifica no estado
desdobrado, é devido as mudancas na hidratacdo das cadeias laterais que sdo ocultadas na
conformacdo nativa, mas que ficam expostas ao solvente no estado desnaturado
(BRUYLANTS; WOUTERS; MICHAUX, 2005), sendo originadas da ruptura de forcas
estabilizantes da estrutura da proteina nativa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo

A bactéria com comprovada acdo queratinolitica, Bacillus sp. P45 (Figura 4), foi
utilizada neste estudo. A cepa foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, Porto
Alegre). As culturas foram mantidas a 4°C em placas com agar infusdo de cérebro e coragédo
(BHI), sendo renovadas periodicamente (DAROIT; CORREA; BRANDELLI, 2011).

Figura 4 — Micro-organismo Bacillus sp. P45, aumento de 1000x.
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4.2 Obtencéo do in6culo

Para o preparo do indculo, foi raspado suavemente a cultura em agar BHI, e
adicionada em solucdo estéril de NaCl (8,5 g.L ™) até obter uma suspensio homogénea com
densidade optica (A=600 nm) de 0,5 (DAROIT; CORREA; BRANDELLLI, 2011).

4.3 Producéo da enzima queratinase

O cultivo submerso foi realizado conforme Daroit, Corréa e Brandelli (2011),
utilizando farinha de penas como substrato. O meio de cultura contendo 50 mL foi composto
por (g.LY): farinha de penas (43) e NH4ClI (1,9) preparado em meio mineral (NaCl (0,5),
KH2PO4 (0,4), Ko2HPO4 (0,3)), pH fixado em 7. O cultivo foi iniciado com a adi¢cdo de
1% de in6culo (v/v) e ap6s conduzidos para uma incubadora rotatéria a 30°C, 125 rpm, durante
48 h. Ao término, o extrato enzimatico foi clarificado através de centrifugagédo
(5000 x g por 20 min), o sobrenadante foi utilizado na etapa de purificacao.

A farinha de penas utilizada no cultivo foi preparada no laboratério de
Microbiologia e Biosseparagdes - Furg. As penas foram cedidas pela Danby Cosulati, de Morro

Redondo. Para obtencéo da farinha, procedeu-se a lavagem das penas e tratamento térmico de
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121°C com pressdao de 1,1 atm por 30 min e secagem em estufa de circulacdo de ar na
temperatura de 50°C. Apo6s foram moidas com granulometria inferior a 1 mm (adaptado de
BERTSCH; COELLO, 2005).

4.4 Purificacdo do extrato enzimatico

A purificacdo do extrato enzimatico foi realizado segundo Sala et al. (2014)

compreendendo duas etapas de sistema aquoso bifasico seguido de ultrafiltracdo/diafiltracao.

4.4.1  Sistema aquoso bifasico

O sistema aquoso biféasico foi preparado em tubos de centrifuga de 500 mL. A
primeira etapa (Figura 5a) é composta de (m/m): 3% de PEG 1500 Da, 23% de tampdo fosfato
de potassio pH 7, 8% de NaCl e 46% de agua deionizada. Os tubos foram homogeneizados e
deixados por 24 h a 37°C até total dissolucdo do PEG. Apos, os tubos foram resfriados a 10°C
para adicdo de 20% do extrato enziméatico (pH fixado em 7). O sistema foi centrifugado
(5000 x g por 30 min) e deixado em repouso até atingir o equilibrio entre as fases. A fase de
topo foi separada para compor a segunda etapa do sistema.

O segundo sistema (Figura 5b) foi composto de 36% da fase de topo da etapa
anterior, 36% de tamp&o tris-HCI 100 mmol.L™* pH 7 e 28% de sulfato de amdnio. Os tubos
foram homogeneizados, centrifugados (5000 x g por 30 min) e deixados em repouso até atingir

0 equilibrio das fases. A enzima € particionada para a fase de topo nos dois sistemas.

Figura 5 — Etapas do sistema aquoso bifasico. (a) 1° SAB (b) 2° SAB (I) Fase de topo
(1) Fase de fundo.

(a) (b)
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4.4.2  Ultrafiltracio/Diafiltracdo

O processo de ultrafiltracdo foi operado no modo descontinuo de diafiltracao
utilizando uma membrana com massa molar de corte de 10 kDa. Ao modulo da membrana foi
adicionado o volume de 40 mL de fase de topo e 80 mL de tampao tris-HCI pH 7 (capacidade
méaxima do sistema). A cada ciclo foi permeado 80 mL, o processo foi interrompido apds a
alimentagdo com tamp&o por 5 ciclos. O sistema foi operado na pressdo de 1,5 kgf.cm? e
15°C.

No final do processo, o extrato enzimatico foi congelado em ultrafreezer a -80°C
por 48 h para posterior liofilizagdo a -55°C por 48 h.

4.5 Estabilidade térmica da queratinase em liquidos idnicos

45.1 Termoestabilidade em diferentes liquidos i6nicos

Foram testados quatro liquidos idnicos: [Mmim][CH3SO4], TEAA, [Bmim][PFs] e
[Emim][Tf2N], os dois primeiros com carater hidrofilico e os outros dois com carater
hidrofobico. Para a realizacdo dos ensaios, a enzima liofilizada foi tratada em cada LI no tempo
de 30 min sob agitacdo magnética a 4°C.

As suspensdes de enzima tratada em LIs foram incubadas na temperatura de 55°C
(RIFFEL et al., 2003). Em intervalos de 24 h durante 144 h (Dang et al., 2007), aliquotas foram
retiradas e resfriadas. Nos LI hidrofilicos, a termoestabilidade foi avaliada na enzima tratada no
LI puro (100%) e 50% (v/v) em tamp&o tris-HCI 100 mmol.L™? pH 7,5. Nos hidrofobicos a
enzima foi tratada somente na forma pura dos LI.

Os resultados foram apresentados em duas formas, a primeira corresponde a
atividade residual (%), a qual é expressa em relacdo a atividade do ensaio controle (enzima sem
tratamento, suspendida em tampéo tris-HCI pH 7,5) no tempo de 0 min. A segunda forma,

expressa como A/Aq (%), refere-se a atividade do ensaio em relacdo a sua atividade inicial.

4.5.2 Efeito de preservativos e de liquido iénico hidrofobico na estabilidade

O efeito dos preservativos CaCl, 5 mmol.L"* (DAROIT et al., 2010), propilenoglicol
10% (v/v) (JOO et al., 2005), glicerol 10% (v/v) e manitol 10% (m/v) (GHORBEL; SELLAMI-
KAMOUN; NASRI, 2003), sorbitol 50% (m/v) e PEG 6000 15% (m/v) (NIRMAL; LAXMAN,
2014), PEG 1500 15% e 54% (m/v) e uso conjunto dos preservativos sorbitol 50% (m/v) e
CaCl, (5 mmol.L?) na atividade da queratinase foram avaliados a partir de incubagéo da enzima

com o respectivo preservativo a 55°C durante 15 e 60 min e a 70°C por 15 min, antes de efetuar
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0s ensaios de atividade enzimatica (DAROIT et al., 2010). Nas mesmas condigdes, foi
verificado o efeito na atividade enzimética da enzima tratada no liquido idnico [Emim][Tf2N].
O tratamento consistiu no contato entre a enzima liofilizada (solubilizada em
tampao tris-HCI 100 mmol.L* pH 7,5) e o preservativo, ou a enzima liofilizada suspendida no
LI, durante 30 min sob agitacdo magnética a 4°C.
A atividade foi expressa em percentual em relacédo a atividade do ensaio no tempo

de 0 min.

4.5.3 Parametros cinéticos de desnaturacao térmica

A estabilidade térmica foi estudada em termos da meia vida (t12). A enzima em
preservativo ou LI foi incubada na temperatura de 55°C e 70°C. Aliquotas foram coletadas em
tempos pré-determinados até a atividade perder 50% ou mais da atividade inicial. A constante
de desnaturacdo (kq) foi determinada através do coeficiente angular da regresséo linear obtida
do gréfico logaritmo neperiano de acordo com a Equacéo 1, para o calculo somente regressées
com valores de R? acima de 0,93 foram aceitos.

In(=X) =kt 1

Onde A é a atividade enzimética no tempo t, Ao a atividade inicial da enzima, kq €
a constante de primeira ordem para a desnaturacéo e t é o tempo.
A meia vida (t12) da enzima foi obtida através da Equagéo 2.

_In(0,5)
ty, = N, (2)

4.5.4 Determinacdo das propriedades térmicas

A analise foi realizada em um calorimetro Shimatzu modelo DSC 60, Japdo. As
amostras analisadas foram: queratinase na forma liofilizada, queratinase em [Emim][Tf.N] e
[Emim][Tf2N]. Aliquotas de até 3 mg foram transferidas para os cadinhos do DSC, em seguida
foram tapados e selados usando uma prensa. A transic¢do térmica ocorreu com um fluxo de calor
de 10°C.min"t e 30 psi de fluxo de nitrogénio. Cada amostra foi aquecida de 20 até 250°C. Os
experimentos foram conduzidos com a concentragido de 500 mg.mL™ de queratinase. As

propriedades térmicas obtidas foram entalpia e a temperatura de transicao térmica.
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4.6  Efeito do liquido idnico na atividade enzimatica da queratinase

4.6.1 Efeito da concentracédo do LI na atividade enzimatica

A concentracdo da suspensado de enzima tratada no LI [Emim][Tf.N] adicionada na
reacao da atividade enzimatica foi avaliada. As concentracgdes testadas foram 1,8%, 2,7%, 4,5%
e 9,1% (v/v) em relacdo ao volume total dos reagentes utilizados na determinacéo da atividade
enzimética (DANG et al., 2007).

4.6.2 Determinacdo da temperatura e pH 6timos da queratinase na presenca de LI

A temperatura e pH 6timos foram determinados para a enzima submetida a dois
tratamentos: [Emim][Tf2N] e ao uso conjunto dos preservativos sorbitol 50% e CaCl,
5 mmol.L™. A concentracéo de LI utilizada foi de 4,5%, conforme resultados do item 4.6.1. A
temperatura 6tima foi determinada na reacdo enzimatica através da atividade da queratinase nas
temperaturas de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70°C, fixado o valor de pH de analise (tampéo
tris-HCI 100 mmol.L™ pH 7,5).

Para o estudo da influéncia do valor do pH na atividade enzimatica a 40°C, foram
utilizados 2 tampdes na faixa de 6,0-9,0, com incremento de 0,5 unidade: tamp&o fosfato de
s6dio 100 mmol.L* (pH 6,0-6,5) e tamp&o tris-HCI 100 mmol.L* (pH 7,0-9,0).

Na temperatura e pH em que a atividade enzimatica foi maxima, foi fixado como
100% na atividade relativa (BACH et al., 2012).

4.6.3 Efeito de solventes organicos e liquido i6nico hidrofébico na atividade da
gueratinase

O efeito dos solventes foi verificado na atividade da enzima com o LI
[Emim][Tf2N]. Os solventes analisados foram acetona, etanol e isopropanol. As concentragdes
de 25 e 50% (v/v) corresponderam ao volume de solvente organico adicionado com relacédo ao
volume total da mistura contendo a enzima e LI. O tempo de contato da mistura foi de 2 min
(DE DIEGO et al., 2005) a 25°C. A atividade relativa (%) foi determinada em relacdo a amostra
controle, que corresponde a enzima tratada no LI [Emim][Tf2N] (sem adicdo de solvente

organico).
4.6.4 Efeito da concentracéo do L1 em meio contendo acetona na reagdo enzimatica

A concentracdo do LI [Emim][Tf2N] presente na mistura selecionada no item 4.6.3,
contendo a enzima e 50% (v/v) de acetona/Ll [Emim][Tf.N], foi avaliada quando adicionada

na reacdo da atividade enzimatica. As concentragdes testadas foram de 2,3%, 4,5%, 6,8% e
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9,1% (v/v), em relacdo ao volume total dos reagentes utilizados na determinacdo atividade

enzimatica.

4.6.4.1 Determinacdo do valor de Kv e Vimax

A cinética de muitas reacBes catalisadas por enzimas seguem a equacdo de
Michaelis-Mentem (Equacdo 3):

R ®
Onde V é a velocidade da reacdo e S é a concentracao de substrato.
A taxa maxima (Vmax) € a constante de Michaelis Mentem (Ku) da enzima foram
determinados por Lineweaver Burk (Equacao 4). O grafico 1/V versus 1/S foi plotado utilizando
a faixa de concentracfo do substrato azocaseina de 1 a 8 mg.mL™.
1 K, 1

1
\7 ) (Vméx ) ﬁ +\Té1x (4)

4.7 Determinacdes Analiticas

4.7.1 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada conforme Daroit, Corréa e Brandelli (2009)
com modificacdo no valor do pH, utilizando a azocaseina como substrato. A mistura reacional
contendo 100 pL de tampdo Tris-HCI (100 mmol.L%, pH 7,5), 300 L de azocaseina 1% (m/v)
(em tampéo Tris-HCI) e 100 pL do extrato enzimético foi mantida em banho termostatico com
agitacdo a 40°C por 30 min, a reacdo foi finalizada com a adicdo de 600 uL de acido
tricloroacético 10% (m/v). Posteriormente a mistura foi centrifugada (5000 x g por
20 min) e 800 pL do sobrenadante foi misturado com 200 pL de hidréxido de sodio
1,8 mol.L%. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 420 nm. Uma unidade de atividade
proteolitica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria para provocar 0 aumento
de 0,1 unidade de absorvancia sob as condic¢des do ensaio.

Ensaios de branco foram conduzidos para cada condicdo, onde o acido

tricloroacético foi adicionado antes do extrato enzimatico, para que nao ocorresse a reacao.

4.7.2 Determinacédo da viscosidade

A viscosidade dindmica (n) das solucGes de sorbitol 50% (m/v) e CaCl
5 mmol.Lt, PEG 1500 54% (m/v) e do LI [Emim][Tf.N] foi medida em um Redmetro
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Brookfield RV/DV — Il Ultra, nas condigbes de taxa de cisalhamento 200 a 700 s e
temperatura de 25°C.

4.7.3 Tratamento dos dados

Os ensaios foram realizadas em triplicata, exceto nas determinacGes de
termoestabilidade da queratinase em liquidos i6nicos e preservativos quimicos. Paralelamente
aos ensaios, foram conduzidos ensaios controle, referente a enzima sem tratamento. Aos ensaios
realizados em triplicata, os resultados foram analisados a partir de ANOVA e Teste de Tukey,
com 95% de confianca. Nas demais determinacdes os resultados foram expressos como a média

da triplicata da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apos as etapas de producdo e purificacdo, a enzima foi liofilizada e armazenada

sob refrigeracdo a 10°C para posterior realizacdo dos ensaios descritos a seguir.

5.1 Termoestabilidade da enzima queratinase em liquidos i6bnicos
Neste ensaio a enzima sofreu tratamento com os liquidos ibnicos, as cinéticas
obtidas durante o tempo de 144 h estdo mostradas na Figura 6, para os liquidos hidrofilicos e

na Figura 7, para os liquidos hidrofébicos.

Figura 6 — Estabilidade da queratinase nos liquidos idnicos hidrofilicos a 55°C.
(a) Atividade residual (%) da queratinase nos diferentes L1. (b) A/Ao (%) da queratinase nos

diferentes LI.
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Na Figura 6 foi possivel observar o efeito dos liquidos ibnicos hidrofilicos na
enzima queratinase. A Figura 6a mostra que a enzima tratada no LI trietilamOnio acetato
(TEAA) apresentou uma atividade residual, no tempo 0 min, alta comparado com o outro LI
hidrofilico testado, o 1,3-dimetilimidazolio metil sulfato [Mmim][CH3SQO4], correspondendo a
60% e 68% na concentracdo de 50% e 100% do LI, respectivamente, porém nas primeiras 24 h
essa atividade foi totalmente perdida. No entanto, diferente destes resultados, o estudo realizado
por Attri, Venkatesu e Kumar (2011), o liquido iénico TEAA mostrou ser fortemente
estabilizante da proteinase a-quimotripsina, através da analise da mudanca estrutural e
dobramento da proteina, pela técnica de dicroismo circular e, estudos na atividade enzimatica
através de experimentos em espectrofotdmetro de UV-vis. Nos resultados do estudo citado, o
LI apresentou potencial efeito no redobramento da molécula da enzima e foi constatado que o
mesmo interage com a superficie da a-quimotripsina, estabilizando a dobra da estrutura nativa,
sem interferir com os grupamentos funcionais.

Ao avaliarmos a Figura 6b, que corresponde a atividade em cada ponto em relacdo
a atividade inicial, ocorreu uma distingdo de comportamento para as duas concentracdes
testadas do liquido iénico [Mmim][CHsSOa4]. Na concentracdo de 100% deste liquido i6nico, a
enzima perdeu 90% da sua atividade catalitica durante as primeiras 24 h. Quando dissolvido
em tampao tris-HCI pH 7,5 na concentracdo de 50% (v/v), 0 contato com a enzima fez com que
houvesse um aumento de 10% na atividade, mantendo-a durante as 144 h. A queratinase tratada
neste liquido idnico apresenta baixa atividade enzimatica inicial em relacdo ao controle (sem
LI), mas foi estavel durante o periodo de analise.

Conforme dito por Nakashima et al. (2005) nem sempre as enzimas exibem
atividade catalitica satisfatéria quando dissolvidas em liquidos i6nicos, isto se deve,
provavelmente, as mudancas estruturais da proteina. Para contornar este fato, tem-se realizado
a modificacdo quimica ou a imobilizacdo da enzima em suportes solidos (KAAR et al., 2003).

Embora apresentando baixa atividade catalitica inicial, a enzima queratinase
apresentou estabilidade quando tratada no LI [Mmim][CHsSQO4], isso porque, conforme
sugerido por Dupont (2004), o LI (a base de imidazo6lio) hidratado ndo pode ser considerado
um solvente homogéneo, mas sim nanoestruturas formadas por uma rede de cargas com regifes
polares e apolares em que a enzima interage, em locais menos polares, por ligacdes de
hidrogénio, mantendo sua funcionalidade em condi¢6es adversas. No estudo de Jia et al. (2014)
o efeito de estabilizacdo foi justificado pela presenca do cation caotrépico e do &nion

cosmotrépico de [Mmim][CH3SO4] que esta relacionado com a série de Hofmeister. Mmim™ é
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um caotropico que estabiliza a estrutura da proteina e CH3SO4 € um cosmotropico estabilizante
das redes de &gua e estrutura da proteina.

No estudo de Kaftzik, Wasserscheid e Kragl (2002) foi verificado que a
concentracdo de 100% do LI [Mmim][CH3SO4] favoreceu a estabilizacdo térmica da enzima
B-galactosidase, porém ndo induziu a sintese de N-acetillactosamina, por causa da diminuicao
da atividade catalitica decorrente, provavelmente, pelas limitacdes de transporte de massa
devido a alta viscosidade do meio reacional, mesmo em altas temperaturas.

Segundo Persson e Bornscheuer (2003), o aumento observado na estabilidade ao
longo do tempo ndo € atribuido as diferencas de hidratacdo da enzima nos solventes aplicados,
mas pelas interacdes eletrostaticas entre o LI e a enzima, resultando em uma molécula mais
rigida e estavel. A estabilidade térmica da enzima esterase de Bacillus stearothermophilus
imobilizada em celite na temperatura de 40°C foi verificada em LIs e em solventes organicos.
Um aumento na meia vida da enzima na presenca dos LlIs 1-butil-3-metilimidazolio
hexafluorofosfato [BMim][PFe] e 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato [BMim][BF4] foi
observado em relacdo aos solventes organicos n-hexano e éter metil terc-butilico, com maior
valor correspondendo a 240 h para [BMim][PFe], que foi 30 e 3 vezes superior se comparado a

n-hexano e éter metil terc-butilico, respectivamente.

Figura 7 — Estabilidade da queratinase nos liquidos iénicos hidrofébicos a 55°C.
(a) Atividade residual (%) da queratinase nos diferentes LI. (b) A/Aq (%) da queratinase nos

diferentes L.
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De acordo com a Figura 7a, pode-se observar que o tratamento da enzima em
ambos os LI causaram perda de atividade inicial para 48% e 29% no tratamento com
[Emim][Tf2N] e [Bmim][PFs], respectivamente. Porém a enzima tratada no LI [Bmim][PFe]
ndo conseguiu manter a atividade, com reducdo para 1% (total deshaturacdo) durante as
primeiras 24 h de ensaio a 55°C, mesmo comportamento para a amostra controle. O melhor
comportamento foi no tratamento na presenca do LI [Emim][Tf2N], que embora perdendo 52%
de atividade no primeiro contato, em relacdo a amostra controle, manteve-se constante durante
as 144 h de armazenamento.

A Figura 7b mostrou que em relagdo atividade inicial do ensaio, o melhor
comportamento de estabilidade da enzima foi quando tratada no LI [Emim][Tf.N], pois foi
mantida em torno de 80% durante as 144 h do ensaio, ja para a enzima tratada no LI
[Bmim][PFe¢] a atividade permaneceu em 70% até 96 h e depois caiu para 55% até o final do
tempo de andlise. Diferentemente, para a amostra controle a atividade foi totalmente perdida
nas primeiras 24 h de analise.

A alta estabilidade da enzima queratinase frente ao LI [Emim][Tf.N] pode ser
fungdo da baixa basicidade das ligagdes de hidrogénio entre a enzima e o anion compativel. A
distribuicdo das cargas negativa aos cinco anions de Tf2N, formam liga¢Ges de hidrogénio fortes
e estaveis no meio, 0 que minimiza as interacdes por ligacdes de hidrogénio com as moléculas
internas da enzima, impedindo que ocorra um rearranjo desfavoravel (PARK; KAZLAUSKAS,
2003).
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A baixa solubilidade do LI [Emim][Tf.N] em &gua e sua alta habilidade para
dissolver alcoois de cadeia curta, conferindo sua caracteristica polar, pode estar envolvido com
a preservacdo das moléculas de agua essenciais no microambiente da enzima (DE DIEGO et
al., 2005).

Embora haja estabilidade da enzima tratada em ambos os Lls, a atividade inicial é
menor que a enzima sem tratamento (controle), como observado na Figura 7a. A diferenga nos
valores de atividade pode estar relacionado com a viscosidade do meio, altas viscosidades
diminuem a taxa de difusdo da enzima com o substrato, resultando em um abaixamento da
atividade. No estudo de Bose, Barnes e Petrich (2011) foi verificado através da enzima endo-
1,4-B-D-glucanase que o aumento da viscosidade, correspondente da adicdo de 10%, 50% e
99% do liquido ibnico tris-(2-hidroxietil)-metilamdnio metilsulfato, ocasionou diminuicdo da
atividade residual.

Outro fator que evidencia a interagdo da queratinase com os LIs hidrofdbicos, é que
durante o processo de purificacdo, nas etapas do sistema aquoso bifasico, a enzima foi
particionada para a fase de topo (composta por PEG), isto é, fase com caracteristicas
hidrofobicas, indicando a melhor afinidade desta enzima na fase menos polar (SALA et al.,
2014).

5.2 Efeito de preservativos e de liquidos i6nicos hidrofébicos na estabilidade da
queratinase

A atividade da queratinase foi investigada ap6s incubacdo da enzima com varios
preservativos, retirados da literatura como sendo mais efetivos, por 15 e 60 min a 55°C e
15 min a 70°C. O efeito destes aditivos estdo apresentados na Figura 8, com a atividade no
tempo inicial (zero min) fixada como 100%. Posteriormente, os melhores preservativos foram
comparados com o LI hidrofébico selecionado por ser mais estavel, o [Emim][Tf2N].

A termoestabilizacdo de enzimas pode ser aumentada pela modificacdo do ambiente
através da adicéo de varios aditivos (por exemplo polidis, PEG), os quais promovem um efeito
protetor que pode ser explicado pelo fortalecimento das interagcbes hidrofébicas dentro da
molécula de proteina e pela acéo indireta sobre a molécula de agua (GHORBEL; SELLAMI-
KAMOUN; NASRI, 2003). Além disso, os poliois mantém as interacdes solvofdbicas, as quais
preservam a conformacao ativa/nativa da enzima (DE DIEGO et al., 2004).

Nas condigdes estudadas a enzima na presenca dos preservativos mostrou ser mais

estavel que a amostra controle. Na temperatura de 55°C, em ambos os tempos avaliados, 0
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menor desempenho foi na presenca de PEG 1500 15% e manitol 10% com 22% e 21% de
atividade no tempo de incubacgéo de 15 min e 11% e 14% (60 min), respectivamente.

Figura 8 — Efeito dos preservativos na estabilidade da queratinase tratada.

PEG: polietilenoglicol, PG: propilenoglicol.
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A presenca de ions de célcio nas moléculas de protease podem contribuir com a
estabilidade, ha evidencias experimentais que pelo menos um ion de célcio pode desempenhar
um efeito regulatério, entre o estado estavel e instavel, governado pelo processo de
desdobramento na regido terminal da molécula, que contém nitrogénio (EIJSINK et al., 2011).
Assim, a presenca de CaCl» juntamente com a queratinase, a 55°C, apresentou percentual de
atividade de 59% em 15 min, com perda de 44% em 60 min de incubacdo, 0 aumento da
temperatura para 70°C conduziu a somente 3% de atividade. Na literatura o aumento da
estabilidade térmica da queratinase pode ser obtido pela adicdo CaCl.. Além dos trabalhos de
Beg e Gupta (2003) e Joo et al. (2005) apresentados no Quadro 2, no estudo de Bressollier et
al. (1999) foi verificado que a presenca de 2 mmol.L™* de CaCl, aumentou a estabilidade térmica
de uma serino protease queratinolitica, através do aumento da meia vida, a 60°C, para 72 min

na presenca deste composto, em relacdo a apenas 6 min com sua auséncia.
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Referente a atividade enzimatica, o estudo de Bressollier et al. (1999) mostrou que
a adicdo do célcio ndo ocasionou aumento da atividade inicial. Por outro lado, o estudo de
Ghorbel, Sellami-Kamoun e Nasri (2003) em uma protease de Bacillus cereus BG1 a 60°C foi
verificado que o fon Ca?* é um 6timo indutor, com aumento na atividade desta enzima em
450%, na concentracdo de 5 mmol.L™ deste ion. As caracteristicas favoraveis em proteases
juntamente de CaCl, e também de sorbitol (verificado no Quadro 2), estimulou o estudo de
estabilidade da queratinase na presenca ao uso conjunto de sorbitol 50% e CaCl25 mmol.L™.

Através da Figura 8, o uso conjunto do sorbitol e CaCl, agiram como estabilizantes
favoraveis para a queratinase, assim como o PEG 1500 54% e sorbitol 50% que mantiveram a
atividade enzimatica, a 55°C, em 94%, 99% e 92% no tempo de 15 min, e 98%, 97% e 89%
apos transcorrido 60 min, respectivamente. Com aumento da atividade residual de
aproximadamente 5 vezes em 15 min e mais de 10 vezes em 60 min em comparacdo com a
enzima sem preservativos (controle).

A estabilidade durante os 60 min a 55°C apresentada pela enzima tratada em
sorbitol+CaCl. pode ser explicado pelo efeito lioprotetor (protetores contra a retirada de agua)
atribuido ao sorbitol, pois conforme as moléculas de adgua sdo removidas da superficie da
enzima, estes lioprotetores ligam-se em torno da proteina formando uma matriz vitrea por
ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais de aminoacidos da enzima (SHAH; GUPTA,
2007). Além dos efeitos estabilizantes apresentados anteriormente na presenca de Ca?* ligado
a enzima.

Segundo Nirmal e Laxman (2014) o efeito da estabilidade da enzima em PEG é
dependente da estrutura da proteina e da massa molar do polimero, e quanto maior melhor. O
processo de purificacdo da queratinase consistiu de duas etapas de SAB, composta por PEG
1500 e sais, seguido de UF/DF. A concentracao de 54% (m/v) de PEG 1500 é a mesma utilizada
no processo de purificacdo da enzima ao final do 2° estagio de SAB (SALA et al., 2014), a qual
se mostrou estavel para manter a atividade da enzima nas condic¢des do processo. Assim, quando
um alto grau de pureza ndo é desejado e maiores volumes de bioproduto séo requeridos, a etapa
de UF/DF néo se faz necesséria, propondo reducgéo de custos e tempo de processo.

As diferencas na eficiéncia de estabilizacdo entre os aditivos PEG 15% e 54% estéo
relacionadas ao valor de viscosidade. Rantwijk e Sheldon (2007) argumentaram que as
mudancas na conformacéo da enzima s&o lentas em solventes mais viscosos, o que favorece a
manutenc¢do da atividade e estabilidade das enzimas por longos periodos de tempo.

Na temperatura de 70°C, a enzima queratinase perdeu mais de 50% da sua atividade

inicial em quase todos os preservativos, porém foram mais eficazes que a amostra controle, que
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conseguiu manter apenas 2% da atividade enzimatica nestas condi¢Bes. Outros preservativos
com menor rendimento foram CaCl>5 mmol.L?, PEG 1500 15% e glicerol 10% com atividades
remanescentes de 3%, 2% e 2%, respectivamente, ap6s 15 min. Jia, Hu e Huang (2014)
verificaram que a desativacdo de muitas enzimas em solucéo aquosa e em altas temperaturas
esta relacionada com o contato entre a superficie hidrofobica de partes da enzima e a 4gua ao
seu redor.

Os preservativos com melhor eficiéncia em alta temperatura evidenciado neste
trabalho, em ordem decrescente, foram sorbitol 50% e CaCl, 5 mmol.L™* > PEG 1500 54% >
sorbitol 50% > propilenoglicol 10% que mantiveram 62%, 26%, 11% e 10%, respectivamente,
de atividade residual. O estabilizante mais eficiente apresentou uma melhoria de mais de
30 vezes com relacdo ao controle (sem nenhum aditivo).

A Figura 9 apresenta 0 comportamento da queratinase tratada no liquido idnico
[Emim][Tf.N]. Na temperatura de 55°C, ap6s decorrido 15 min a atividade manteve 98%, com
reducdo para 77% no tempo de 60 min. O aumento de temperatura para 70°C, a atividade foi

de 83% apds 15 min de contato.

Figura 9 — Efeito do liquido i6nico [Emim][Tf2N] na estabilidade da queratinase tratada.
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Estes resultados foram comparados com os preservativos PEG 1500 54% e uso
conjunto de sorbitol 50% e CaClz 5 mmol.L?, sendo possivel verificar que na temperatura de
55°C a enzima tratada no LI apresentou reducao de 23% na atividade enzimatica apds 60 min
de incubagdo, enquanto que essa reducgéo foi menor na presenca de PEG 1500 54%, igual a 3%

e 2% quando foi utilizado os preservativos sorbitol e CaCl..
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Embora o efeito do sorbitol 50% e CaCl, 5 mmol.L™* tenha favorecido a atividade
no tempo de 60 min na temperatura de 55°C, este efeito n&o foi superior ao do LI [Emim][Tf2N],
na temperatura para 70°C, pois manteve a atividade residual em 62%, enquanto a enzima tratada
no LI [Emim][Tf.N] manteve 83% da atividade, com melhoria de 40 vezes em comparagdo ao
controle. Na presenca do preservativo PEG 1500 54%, o0 aumento de temperatura néo favoreceu
a atividade enzimética, mantendo apenas 26% da atividade inicial.

No estudo de De Diego et al. (2004) foi verificado, através da analise de
fluorescéncia, que apesar do sorbitol em meio aquoso ser um classico estabilizante, se mostrou
incapaz de prevenir o desdobramento da enzima, enquanto que o LI [Emim][Tf.N] estabilizou
a atividade da enzima por redobramento da proteina para uma conformacdo semelhante a nativa
e mais compacta.

Em vista dos melhores resultados de estabilidade, foi dado seguimento aos estudos
na determinacdo dos parametros cinéticos da enzima queratinase em LI [Emim][Tf2N], sorbitol
50% + CaClz 5 mmol.L™t e PEG 1500 54%.

5.3 Parametros Cinéticos de desnaturacao térmica

Os experimentos resultantes das Figuras 10 a 13, apresentam os perfis cinéticos de
desnaturacdo térmica da queratinase tratada nas seguintes condi¢es: amostra controle (sem
tratamento), no liquido idnico [Emim][TfoN] e em preservativos (sorbitol 50% + CaCl.
5 mmol.L™ e PEG 1500 54%), os quais seguem um modelo de primeira ordem. A linha reta nas

figuras representa o ajuste linear dos pontos experimentais.
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Figura 10 — Linearizacdo da cinética de desnaturagdo térmica da enzima em tampao tris-HCl
pH 7,5 (controle). (a) Temperatura de 55°C e (b) Temperatura de 70°C.
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Figura 11 — Linearizacdo da cinética de desnaturacdo térmica da enzima em PEG 1500 54%.
(a) Temperatura de 55°C e (b) Temperatura de 70°C.
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Figura 12 — Linearizacdo da cinética de desnaturacao térmica da enzima em sorbitol 50%
com CaCl;5 mmol.L. (a) Temperatura de 55°C e (b) Temperatura de 70°C.
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Figura 13 — Linearizacdo da cinética de desnaturagdo térmica da enzima no liquido idnico
[Emim][Tf2N] na temperatura de 70°C.
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A enzima quando tratada com o LI [Emim][Tf2N], a 55°C, mostrou-se bastante
estavel mantendo a atividade em torno 70% da atividade inicial durante 32 dias, em vista de
ndo apresentar reducdo na atividade, ndo foi mostrado a cinética de desnaturagdo térmica nesta
temperatura, comportamento esse que ja foi previamente observado na Figura 7b. Na
temperatura de 70°C, a enzima queratinase foi perdendo gradativamente a atividade. O tempo
em que a enzima perdeu 50% da sua atividade inicial foi apds 6 h de contato.

A constante de desnaturacgdo (kq) para a enzima queratinase, determinada através da
regressao linear dos dados experimentais verificados nas Figuras 10 a 13 estdo apresentadas na
Tabela 1. E possivel observar que os valores de ks aumentaram com o aumento de temperatura

e que esse valor é inversamente proporcional a meia vida.

Tabela 1 — Pardmetros cinéticos de desnaturagdo térmica da enzima queratinase.

550C 70°C
Tratamento
ke G  twz (h) R? ke (5D tz (D) RZ
Controle 310° 61102 0931 271027 7110° 00952
PEG 1500 54% 6.10° 3.0 0997 5210° 37102 0,949
Sorbitol 50% + 3.10° 6.4 0971  4.10* 05 0.956

CaCl, 5mmol.L*t
[Emim][TfN] - > 768 - 3.10° 6,4 0,954
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Como mostrado na Tabela 1, a enzima tratada com os preservativos e o LI
[Emim][Tf2N] exibiu alta termoestabilidade quando comparado com a enzima controle. O
aumento da estabilidade em altas temperaturas € atribuido por diversos fatores previamente
citados: rigidez da molécula da enzima modificada em Ll/preservativo, fortalecimento das
ligacGes de hidrogénio e da basicidade, polaridade e viscosidade do L1I.

De acordo com Rantwijk e Sheldon (2007), as enzimas em liquidos i6nicos mantem
sua atividade e sua estrutura por muito mais tempo do que em solventes organicos e em
temperaturas mais elevadas, decorrente da elevada viscosidade dos liquidos i6nicos, 0 que
retarda a alteracdo da conformacdo ativa para forma inativa na proteina. Porém, através da
andlise reoldgica, foi determinado para a amostra do LI [Emim][Tf.N] a viscosidade de
30 mPa.s, corroborando com a faixa de viscosidade citada por Tariq et al. (2011), viscosidade
essa que foi maior ao da amostra sorbitol 50% + CaCl, 5 mmol.L? (igual a 6 mPa.s) e inferior
ao apresentado pela amostra PEG 1500 54% (igual a 32 mPa.s), evidenciando que nédo so6 a
viscosidade mantem a molécula da enzima ativa e estavel por maiores periodos de tempo,
também existem outras propriedades, como exemplo: a polaridade, as liga¢fes de hidrogénio,
as interacbes dipolo-dipolo e forcas de van der Waals, hidrofobicidade formadas
exclusivamente pelos LIs que conferem o efeito protetor a enzima.

Nirmal e Laxman (2014) investigaram a estabilidade de uma protease alcalina
produzida a partir de uma cepa flngica na presenca de agucares alcoois como glicerol, manitol
e sorbitol, a 50°C. Todos apresentaram estabilidade maiores que a amostra controle, estes
polidis foram mais efetivos quando se aumentou a concentracao de 20% (m/v) para 50% (m/v),
com aumento na meia vida de 50 min (controle) para mais de 240 min, provavelmente em
decorréncia ao aumento da acéo lioprotetora e das pontes de hidrogénio no meio.

No trabalho de De Diego et al. (2004) foi confirmado que os liquidos idnicos e
polidis sdo agentes estabilizantes de enzimas, através de seus resultados onde o sorbitol
3 mol.L! e [Emim][Tf.N] apresentaram-se como melhores estabilizantes do que a agua pura,
aumentando a meia vida da enzima a-quimotripsina em 2,7 e 6 vezes, respectivamente, a 30°C.

Vérios autores justificam a estabilidade proteica, Park e Kazlaukas (2003)
expuseram que é em decorréncia da baixa basicidade do meio e a alta polaridade do liquido
ibnico relacionada com a pequena cadeia alquilica, Rantwijk e Sheldon (2007) a relacionam
com a alta viscosidade, Jia, Hu e Huang (2014) atribuem ao efeito da formacéo de um escudo
protetor impedindo a aproximacdo de desestabilizantes, Persson e Bornscheuer (2003)

remeteram as interacdes eletrostaticas entre o LI e a enzima, dentre outros. Assim, é possivel
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verificar na literatura consultada que ndo existe uma explanacao exata sobre o fato de como os

liquidos idnicos aumentam a estabilidade enzimética.

5.4 Propriedades Térmicas

As propriedades térmicas entalpia e temperatura de transicdo foram investigadas
por anélise de DSC. O comportamento da enzima queratinase foi estudado em trés diferentes
amostras: queratinase liofilizada, queratinase:[Emim][Tf.N] e [Emim][Tf2N].

A Figura 14 apresenta a curva de DSC apresentados em picos endotérmicos de
absorcdo de calor. As alteracbes endotérmicas na molécula da queratinase podem estar
relacionadas com a ruptura das ligacdes de hidrogénio (LI-CHAN; MA, 2002). A Tabela 2
apresenta a temperatura de transicdo, assim como as temperaturas inicial e final que ocorre
alteracdes na molécula da queratinase.

O aumento da estabilidade da enzima pode estar relacionado com o valor de Tm,
sendo diretamente proporcionais. A variacdo de entalpia foi obtida através da area sendide, que
também pode ser usada para interpretar as mudancas representadas pelo total de calor

absorvido/liberado durante o processo de transicao.

Figura 14 — Curva de DSC da amostra enzima queratinase em diferentes condicGes e do LI
[Emim][Tf.N].
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Tabela 2 — Temperatura de transi¢cdo (Tm), inicial e final das alteracbes na molécula da
queratinase, determinados por analise de DSC.

Tinicial Tm Tinal

Amostra °C) C) 0)

. . Pico 1 44 49,5 54,2
Queratinase liofilizada Pico 2 140,3 1455 149.7
Queratinase:[Emim][Tf,N] 138,7 143,2 146,8

A determinag&o de Tm € verificada pelo minimo de cada curva, correspondendo ao
ponto de temperatura onde ha transicdo conformacional da enzima para o estado de
desdobramento nas condi¢6es do ensaio (DE DIEGO et al., 2004). As técnicas quantitativas de
obtencdo do valor de Tm, ndo estdo diretamente relacionadas com as perdas na atividade
enzimatica. A ocorréncia de perdas sdo evidenciadas antes de qualquer mudanca estruturais
serem detectadas (MACHADO et al., 2014).

De acordo com a Tabela 2 foi observado que a estabilidade da queratinase aumentou
na presenca do [Emim][Tf.N] com valores de Tm de 49,5 (forma liofilizada) e 143,2°C
(presenca do liquido i6nico). Na presenga do liquido i6nico, a molécula estava protegida
suficientemente conseguindo manter a sua integridade até temperaturas superiores a 110°C.

Quando a molécula passa para o estado desnaturado em temperaturas inferiores a
110°C, é porque ndo possui interacdes hidrofébicas suficientes para garantir a manutencao do
seu microambiente, do inglés denominado core (PRIVALOV, 1982, citado por LI-CHAN; MA,
2002). Assim, é possivel prever a presenca de dois picos nas curvas de DSC. Na Figura 14, o
fluxo de calor endotérmico no pico 1, a 49,5°C, causou modificacGes na molécula da enzima
liofilizada, através da ruptura das ligacfes de hidrogénio, mantendo o seu core protegido pelas
interacGes hidrofobicas, porém no pico 2 a preservacdo do core foi perdida pela alta
temperatura, superior a 110°C. Abou-Hachem, Olsson e Karlsson (2003) sugerem que cada pico
esta associado com o desenrolamento de médulos ou dominios da enzima, dessa forma a enzima
na presenca de LI apresentou melhor estabilidade termodinamica que a enzima na forma
liofilizada, comegando a se desenrolar acima de 140°C.

Através da determinacdo da entalpia, foram obtidos os valores de 26,94 J.genzima™
(Tm= 143,2°C) na enzima tratada no LI [Emim][Tf:N] e de 116,1 J.genzima > (Tm= 49,5°C) na
forma liofilizada. Essa reducéo no valor da entalpia com aumento de Tr, também foi observado
por Uchaneishvili et al. (2014) na faixa de 62,8°C a 67,7°C, poréem apresentou pouca variacao
na faixa de 67,7°C a 76,0°C quando estudando a enzima a-quimotripsina. Este comportamento

nédo ocorreu nos estudos de De Diego et al. (2004), para a enzima a-quimotripsina e de Byrne
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e Angell (2008) para as enzimas lisozima e ribonuclease A, que obtivem aumento de entalpia
com a aumento da temperatura de transigao.

Os liquidos i6nicos sdo solventes estdveis a uma temperatura acima de
110°C. Em particular, LI dicatidbnicos mostraram ser mais estaveis termicamente do que 0s
monocatidnicos. Por exemplo, os LI contendo o cation bis(2,3-dimetilimidazélio) tem excelente
estabilidade com apenas 5% de degradacéo térmica a 440°C (MONIRUZZAMAN et al., 2010).
O liquido i6nico [Emim][Tf.N] ndo foi degradado na faixa de temperatura analisada.

Assim, através da analise de DSC, foi possivel verificar que a enzima queratinase
tratado no LI [Emim][Tf2N] apresentou melhor estabilidade molecular, provocando alteragdes
na molécula somente na temperatura de 143,2°C.

5.5 Efeito da concentracéo do LI na atividade enzimatica

Com base nos melhores resultados para a estabilidade, o LI [Emim][Tf:N] foi
selecionado para verificar o efeito da concentracdo na reacdo enzimatica. A Figura 15 apresenta
os resultados de atividade da queratinase em fung@o de concentracdo. A atividade variou de
9,7+ 0,7 a 15,8 + 0,7 U.mg™. Foi observado que a menor atividade enzimatica (concentragio
de 9,1%) ndo se diferiu estatisticamente (p<0,05) da concentracdo de 1,8%, este igual a
9,8 + 0,9 U.mg™. A maior atividade enzimatica foi verificada na concentragdo de 4,5% de L1,
diferindo estatisticamente da concentracdo de 2,7%, que apresentou valor de
12,3+ 1,2U.mg™

Alguns estudos abordaram o comportamento da atividade enzimética a partir do uso
de liquidos i6nicos. Dang et al. (2007) avaliaram a atividade da enzima lipase obtida por Mucor
javanicus pré-tratada com varios LI. Primeiramente investigaram a melhor concentragdo entre
0,2, 0,5, 1, 2 e 3% (v/v) sobre a atividade utilizando um LI hidrofilico ([Bmim][BF4]) e
obtiveram o pico de atividade na concentracdo de 0,5%, valor este 1,4 vezes mais elevado que
na concentragdo de 3%, a qual apresentou menor valor de atividade enzimatica. A concentracéo
Otima foi fixada para avaliar o pré-tratamento com mais outros trés LI. Os autores constataram
que os LI hidrofobicos ([Bmim][PFs] e [Emim][Tf2N]) apresentaram uma atividade levemente
mais alta que os hidrofilicos ([Bmim][BF4] e [Emim][BF4]), mostrando que sao favoraveis na
atividade desta enzima.

Zhao et al. (2006) verificaram que o aumento da concentraco de 0,7 mol.L* para
2,5 mol.L! afetou negativamente o valor da atividade enzimatica para uma protease produzida
por Aspergillus melleus em ambos os LI testados, [BuPy][CF3COQ] e [Emim][CF3COO],
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sugerindo que altas forcas i6nicas inibem a atividade enzimatica, assim como fazem os sais

inorganicos tradicionais.

Figura 15 — Efeito de diferentes concentra¢fes do LI [Emim][Tf.N] na atividade enzimética
da queratinase.
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5.6 Determinacao da temperatura e pH 6timos da queratinase na presenca de LI
O efeito da temperatura na atividade da queratinase foi investigado através da

atividade enzimatica, utilizando o substrato azocaseina no pH 7,5. A enzima foi analisada em
diferentes temperaturas na faixa de 30 a 70°C. A atividade maxima obtida para a queratinase
tratada com LI [Emim][Tf2N] foi na temperatura de 50°C e para a enzima tratada em sorbitol
50% e CaCl, 5 mmol.L* correspondeu a temperatura de 60°C, conforme verificado na Figura
16. A enzima sem tratamento (controle) apresentou temperatura 6tima de 55°C, de acordo com
0 estudo de Alvares et al. (2013).

Figura 16 — Efeito da temperatura na atividade da queratinase, pH fixado em 7,5.
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A enzima tratada com LI foi desnaturada na temperatura de 70°C, o que n&o ocorreu
nos ensaios prévios de estabilidade, esse diferente comportamento pode estar relacionado com
a presenca de tampdo no meio reacional, diferentemente dos ensaios de estabilidade que a
enzima estava em liquido iénico puro.

Em relagdo ao efeito do pH, a enzima queratinase foi ativa em todas as faixas
estudadas (6,0-9,0), para as duas condi¢des em que foi submetida. Como mostrado na Figura
17, a enzima tratada no LI [Emim][Tf.N], apresentou méxima atividade no pH igual a 8,0. A
enzima tratada em sorbitol 50% e CaCl, 5 mmol.L %, o pH 6timo verificado foi 8,5. Essa enzima
sem tratamento, apresentou pH 6timo de 7,5 (ALVARES et al., 2013).

Conforme verificado neste trabalho a enzima tratada nas duas condi¢cdes mostrou

6timos de pH acima da enzima sem tratamento, podendo ser operada em faixas mais extremas.

Figura 17 — Efeito do pH na atividade da queratinase, temperatura fixada em 40°C.
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A temperatura 6tima de queratinases varia entre 45-60°C e pH 6timo varia entre
7,0-11,0 (TATINENI et al., 2008; RIFFEL et al., 2007; SYED et al., 2009; DAROIT et al.,
2010; BRESSOLLIER et al.,, 1999; THYS et al., 2004). Na literatura consultada ndo foi
verificado a caracterizagdo enzimatica da enzima tratada em liquido iénico ou em sorbitol +
CaCls. A partir deste trabalho foi possivel observar que apds o tratamento para a resposta pH
6timo em ambas condicGes e temperatura 6tima quando tratada em sorbitol com CaCl,, a
enzima pode suportar faixas mais extremas, apresentando picos de atividade enzimética em

pontos com maiores valores, em compara¢do com a forma sem tratamento (controle).
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5.7 Efeito de solventes organicos e do liquido idnico hidrofébico na atividade da enzima

O efeito de solventes foi verificado na atividade catalitica. Cada solvente foi
misturado com a enzima tratada em [Emim][Tf.N], nas concentragdes de 25 e 50% (v/v)
correspondente ao volume de solvente organico adicionado com relacdo ao volume total da
mistura contendo a enzima e L1I.

Nos resultados obtidos foi evidenciado que os solventes de naturezas quimicas
diferentes agem na atividade da queratinase de maneira diferenciada. De acordo com a Figura
18, verificou-se uma maior ou igual atividade da queratinase tratada no LI [Emim][Tf.N] em
contato com os solventes organicos, em comparacdo com a amostra controle (enzima e
[Emim][Tf2N] puro), exceto na presenga do solvente isopropanol 50%, que apresentou a
atividade relativa menor.

Figura 18 — Efeito de solventes organicos na atividade da queratinase em LI [Emim][Tf2N].
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A melhor atuacdo da enzima tratada foi na presenca de acetona 50% (v/v) com
atividade relativa de 192 £ 8%, diferindo estatisticamente das demais amostras ao nivel de 95%
de confianca. O restante das atividades relativas foram de 157 + 16%, 150 = 12%, 121 + 11%,
110 + 12% referentes ao meio contendo acetona 25% (v/v), etanol 50% (v/v), isopropanol 25%
(v/v) e etanol 25% (v/v).

A atividade enzimética em meio orgénico é funcdo de varios fatores que podem
alterar o comportamento catalitico, como exemplo a atividade de dgua (SANTUCCI et al.,
2002) e o tipo de solvente (SEREBRYAKOVA; ZOORIN; KARYAKIN, 2009). O fator mais
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significativo pode estar relacionado com a estrutura da molécula da enzima, que se apresenta
na forma nativa em meio aquoso atraves de forcas ndo covalentes como ligac6es de hidrogénio,
interacdes ibnicas e hidrofdbicas. A adicdo de solventes organicos em meio contendo agua pode
levar a ruptura destas forcas resultando em mudancas na eficiéncia catalitica
(SEREBRYAKOVA; ZOORIN; KARYAKIN, 2009). Entretanto, através dos resultados, com
0 tratamento dado a enzima no liquido iénico foi possivel manter ou melhorar a atividade na
presenca de solventes organicos.

O coeficiente de particdo é a razdo do solvente na fase octanol com o mesmo
solvente na fase aquosa, o logaritmo deste coeficiente é referido como o log do valor P.
Solventes que apresentam alto log P (solventes hidrofdbicos) e alta capacidade de solvatacdo
como tetrahidrofurano (THF) e alcoois altos (isdmeros de butanol) sdo fortes desnaturantes,
causando a inativacdo enzimatica em concentragdes abaixo de 30%, do contrario, os solventes
hidrofilicos como glicerol, etileno glicol e formaldeido podem ser usados na concentragdo de
50-60% (IYER; ANANTHANARAVAN, 2008). Atraves do valor de log P é possivel analisar
a diferenca no comportamento apresentado pela queratinase nos trés solventes. O log P do
isopropanol € o mais alto, igual a 0,28, se comparado com o da acetona e etanol, iguais a -0,24
e -0,31, respectivamente (Biblioteca Eletronica Nacional de Medicina U.S. (NIH), LIMA,
ANGNES, 1999).

Com estes resultados foi possivel prever que em uma reacdao de biocatélise, a
presenca de solventes organicos no meio junto ao liquido idnico hidrofdébico favorece a taxa de
conversao/hidrélise, através do melhoramento da atuacao da enzima.

Estudos reportaram que a sintese de peptideos pode ser aumentada pela adi¢ao de
solventes organicos na mistura reacional (GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI, 2003).
Assim, a presenca de solventes organicos no meio reacional contendo a enzima queratinase
tratada em liquido ibnico pode ser uma alternativa na reacdo de hidrolise de substratos

proteicos.

5.8 Efeito da concentracdo de L1 em meio contendo acetona na reagdo enzimatica

O efeito da concentracdo de LI e acetona (1:1) no meio reacional foi investigado.
As concentracgdes de LI e acetona avaliadas foram 2,3%, 4,5%, 6,8% e 9,1% (v/v). A Figura 19
apresenta os resultados de atividade enzimatica da queratinase nas concentragdes testadas. O
valor de atividade variou de 15,0 + 0,5 a 24,2 + 0,9 U.mg™. O menor valor de atividade
correspondeu a concentracdo de 9,1%, ndo se diferindo estatisticamente da concentracdo de

6,8%, ao nivel de 95% de confianca.
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Figura 19 — Efeito de diferentes concentracfes do LI [Emim][Tf.N] em meio contendo
acetona na atividade enzimatica da queratinase.
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A concentragdo de [Emim][Tf.N] na mistura organica em que a enzima mostrou
maior atividade catalitica foi 2,3%, concentracdo de LI inferior a apresentada na Figura 15
(4,5%). Embora néo se diferindo estatisticamente da concentragio de 4,5% (22,6 + 2 U.mg™?)
ao nivel de 95% de confianca, é preferivel o0 uso na concentracédo de 2,3%, fazendo com que o
consumo de LI seja reduzido na presenca de acetona, visto que o LI apresenta maior valor de
mercado que a acetona, reduzindo 0s custos de processo.

Nesta condicdo, foi realizado o estudo de Km e Vmax. O Km foi determinado
medindo a atividade da queratinase na faixa de 1 a 8 mg.mL™ do substrato azocaseina. Esta
faixa foi suficiente para que nos ultimos pontos de analise a atividade permanecesse constante.
O valor para K foi de 0,94 mg.mL™, com 0 Vmax igual a 25,9 U.mg™.

Quanto menor o valor de Ku representa melhor afinidade pelo substrato, conforme
a equacdo de Michaelis-Mentem, o Km corresponde a concentracdo de substrato azocaseina
necessaria para obter a metade da velocidade maxima. O resultado de Km obtido neste trabalho
foi comparado com outros estudos de caracterizacdo de proteases. Uma serino protease obtida
a partir de Bacillus circulans apresentou para o substrato caseina o valor de Km de
0,597 mg.mL* (RAO et al., 2009), uma protease purificada de Bacillus subtilis DKMNR
apresentou para o substrato caseina o valor de Km de 0,761 mg.mL™ (KEZIA et al., 2011). No
substrato azocaseina, a queratinase por Bacillus sp. P45 apresentou Ku de 2,85 mg.mL*
(DAROIT et al., 2010). Assim, é possivel prever que a enzima queratinase obtida de Bacillus
sp. P45 purificada e tratada nos protocolos do presente trabalho mostrou uma melhor afinidade

pelo substrato azocaseina, verificado pelo valor de Kw ser inferior a 2,85 mg.mL™.
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Um aumento da afinidade também foi evidenciada por Jia, Hu e Huang (2014) para
a enzima lipase modificada com varios LI, contendo no meio reacional o liquido iénico
[Mmim][CH3SO4], os valores de Km obtidos para a enzima tratada foram inferiores ao da
enzima ndo tratada, o ensaio com menor rendimento apresentou Kwm igual a
0,212 mmol.L e Vmax de 98,15 U.g%, enquanto que a enzima néo tratada apresentou valor de
0,216 mmol.L ™ e Vimax de 30,41 U.gL.



52

6 CONCLUSAO

A estabilidade térmica e as propriedades cataliticas da enzima tratada em liquidos
ibnicos foram determinadas, com melhor comportamento para o 1-etil-3-metilimidazolio
bis(trifluorometilsulfonil)imida — [Emim][Tf2N], de carater hidrofdbico.

A enzima queratinase quando tratada nos preservativos quimicos sorbitol 50% e
CaCl, 5 mmol.L? apresentou melhor estabilidade durante o tempo de 60 min a 55°C, se
comparado com o [Emim][Tf2N], porém, na temperatura de 70°C, a estabilidade foi reduzida
para 62% da atividade inicial, enquanto que o LI manteve 83%. A meia vida da enzima nos
preservativos foi de 6,4 h e 0,5 h, a 55 e 70°C, respectivamente. Para a enzima tratada no LI, a
atividade se manteve em torno de 70% durante 32 dias, a 55°C e a meia vida determinada na
temperatura de 70°C foi igual a 6,4 h.

De acordo com a anélise de DSC, foi constatado que a maior estabilidade
termodinamica da enzima foi quando tratada no LI [Emim][Tf.2N], conseguindo manter a sua
integridade molecular até a temperatura de 143,2°C.

A temperatura e pH 6timos da enzima, na presenca dos preservativos sorbitol 50%
e CaCl, 5 mmol.L'? e quando tratada em [Emim][Tf.N] foi de 60 e 50°C, 8,5 e 8,0,
respectivamente.

Com relacéo a atividade catalitica, a enzima tratada em 50% (v/v) do LI e acetona,
adicionados ao meio reacional na concentracédo de 2,3% (v/v) do liquido idnico proporcionou o
aumento de 1,5 vezes na atividade especifica com relacdo a enzima tratada no mesmo liquido

iGnico na concentragdo de 4,5% (v/v) no meio reacional (sem solvente organico).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar diferentes tempos de contato durante o tratamento da enzima no liquido iénico
[Emim][Tf2N];

- Utilizar as tecnologias de espectro de ressonancia magnética — RMN e infravermelho para
verificar as alteragdes ocorridas na molécula da queratinase ap6s o tratamento com liquido
iénico;

- Determinar os parametros constante de Michaelis-Mentem e velocidade maxima de reagéo
para a enzima sem tratamento, tratada no LI [Emim][Tf2N] e na presenca dos preservativos
quimicos sorbitol 50% e CaCl> 5 mmol.L?;

- Estudar diferentes concentracdes de liquido i6nico [Emim][Tf,N] e o solvente organico
acetona juntamente da queratinase na reacdo de biocatalise de substratos como caseina e farinha
de penas;

- Estudar meios de purificacdo e analisar a funcionalidade dos produtos de hidrélise da reacdo
de biocatélise;

- Obter os estudos de estabilidade da enzima queratinase no meio reacional contendo o LI
[Emim][Tf2N] e acetona 50%.
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