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Purificação parcial e caracterização de uma protease alcalina 
queratinolítica de Bacillus sp. P71 
 
Autor: Ana Paula Folmer Corrêa 
 
Orientador: Adriano Brandelli 
 
 

RESUMO 
 
Queratinases alcalinas apresentam um interessante potencial para utilização 
em processos de hidrólises de proteínas, particularmente na quebra de 
resíduos de queratina para obter produtos de melhor valor. Uma bactéria 
queratinolítica, previamente isolada do intestino de peixe Piaractus 
mesopotamicus da bacia Amazônica foi identificada como sendo Bacillus sp. 
P7. Esta linhagem foi capaz de degradar penas e farinha de penas durante 
cultivos submersos, com a concomitante produção de queratinases 
extracelulares e com o aumento da concentração de proteínas solúveis no 
meio. O meio de cultivo para a produção da queratinase continha farinha de 
pena como única fonte de carbono, nitrogênio e enxofre. A purificação da 
enzima envolveu as etapas de precipitação com sulfato de amônio e 
cromatografias de gel-filtração e de troca-iônica. Após as referidas etapas, a 
enzima apresentou um fator de purificação de 29,8 vezes e um rendimento de 
27%. A análise do zimograma revelou 2 bandas proteolíticas. A queratinase 
parcialmente purificada apresentou atividade ótima em pH 9,0 e 55 °C. A 
atividade da enzima foi estimulada por Ca2+, Mg2+ e Sr2+, e reduzida por Hg2+, 
Cu2+, Zn2+ e Co2+. Os solventes β-mercaptoetanol e Triton X-100 afetaram 
ligeiramente a atividade da enzima, ao passo que SDS estimulou a atividade 
enzimática. PMSF e ácido etilenodiaminotetracétio (EDTA) inibiram a atividade 
queratinolítica nos ensaios enzimáticos, sugerindo uma característica de serina 
protease, requerendo íons metálicos para a máxima atividade e/ou 
estabilidade. Tais queratinases alcalinas podem ser empregadas nas 
formulações de detergentes, no processamento do couro e nos processos de 
hidrólise protéica, especificamente na quebra de resíduos queratinosos para 
obter produtos de melhor valor. 
 
 
Palavras-chave: Bacillus sp., queratinase, farinha de pena, purificação. 
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Partial purification and characterization of an alkaline 
keratinolytic protease from Bacillus sp. P71 
 
Author: Ana Paula Folmer Corrêa 
 
Orientation: Adriano Brandelli 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Alkaline keratinases offer an interesting potential for utilization in processes of 
protein hydrolysis, particularly in the breakdown of keratin wastes in view to 
obtain added-value products. A keratinolytic bacterium was previously isolated 
from intestines of the Amazon basin fish Piaractus mesopotamicus and was 
identified as Bacillus sp. P7. This strain degraded feather meal and whole 
feathers during submerged cultivations, with the concomitant production of 
extracellular keratinolytic enzymes and the increase in soluble protein. The 
medium for keratinase production contained feather meal as the only source of 
carbon, nitrogen and sulphur. Enzyme purification was carried out by 
ammonium sulphate precipitation and sequential gel-filtration and ion-exchange 
chromatographies. The purification was about 29.8-fold, with a yield of 27%. 
Zymogram analysis revealed two proteolytic bands. The partially purified 
keratinase had optimal activity at pH 9.0 and 55 °C. Enzyme activity was 
stimulated by Ca2+, Mg2+ and Sr2+, and reduced by Hg2+, Cu2+, Zn2+ and Co2+. 
Solvents, β-mercaptoethanol and Triton X-100 slightly affected, whereas SDS 
stimulated the enzyme activity. PMSF and ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) inhibited keratinase activity in enzyme assays, suggesting its major 
serine protease feature, requiring metallic ions for maximum activity/stability. 
Such alkaline keratinase might be employed in detergent formulations, in 
leather processing, and in processes of protein hydrolysis, specifically the 
breakdown of keratin wastes to obtain value-added products. 
 
 
 
Keywords: Bacillus sp., keratinase, feather meal, purification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 A indústria avícola produz uma grande quantidade de penas que 

apresentam elevado potencial poluente, visto que  acumulam em forma de 

resíduos após o processamento das aves para consumo humano. Sabe-se que 

o principal componente das penas é a queratina, cerca de 90%. 

 Uma alternativa para reduzir esta poluição é o desenvolvimento de 

processos de bioconversão dos substratos querationosos, visando sua 

utilização, por exemplo, como ração animal. O processamento das penas 

utilizando ferramentas biotecnológicas, ao contrário do processo hidrotérmico 

convencional, oferece vantagens relacionadas ao enriquecimento protéico das 

penas pela própria biomassa microbiana e a não destruição de aminoácidos 

essenciais tais como metionina, lisina, histidina, encontrados em níveis sub-

ótimos. Deve-se ressaltar ainda que a utilização de restos de penas constitui 

uma alternativa ao descarte, evitando o seu acúmulo no meio ambiente e o 

desenvolvimento de vários tipos de patógenos. A farinha de penas também 

pode ser utilizada na agricultura como um fertilizante nitrogenado, com dois 

propósitos, melhorar o crescimento da planta e intensificar a atividade 

microbiana do solo. 

 Materiais queratinosos são insolúveis e resistentes à degradação por 

enzimas proteolíticas como tripsina, pepsina e papaína. Esta resistência ocorre 



 
 

2

não só pelo fato da composição e configuração molecular dos aminoácidos 

constituintes responsáveis por sua rigidez, como também pelo fato da cadeia 

de queratina ser firmemente enovelada em α-hélice (como em cabelos e pêlos) 

ou β-folhas (como nas penas). Além dos motivos acima citados, essa proteína 

apresenta um alto grau de ligações cruzadas (ligações dissulfeto - cistina), 

pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas que também contribuem para 

sua resistência à degradação. Em conseqüência desta estrutura, a degradação 

microbiana da queratina limita-se a certo número de fungos, actinomicetos e 

bactérias, que são chamados de microrganismos queratinolíticos. As proteases 

produzidas por estes microrganismos, que possuem certa especificidade pela 

queratina como substrato, são chamadas de queratinases. Dado o caráter 

insolúvel da queratina, as queratinases microbianas são geralmente 

extracelulares. 

 Se considerarmos o elevado conteúdo de queratina das penas, e que as 

rações representam uma parte significativa no custo de produção de animais, é 

importante investigar alternativas para os ingredientes mais caros da dieta. As 

penas representam uma alternativa devido a sua disponibilidade e alto 

conteúdo protéico. 

 O presente trabalho tem como principal objetivo purificar parcialmente e 

caracterizar uma protease alcalina queratinolítica produzida por Bacillus sp. P7 

em cultivos submersos utilizando farinha de penas como substrato. 



 

 
 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PROTEASES 

 As proteases pertencem a uma classe de enzimas que ocupa uma 

posição importante em relação às suas aplicações no campo fisiológico e 

comercial. Enzimas proteolíticas catalisam a hidrólise peptídica em proteínas e 

fragmentos de proteínas (Rao et al. 1998). Fazendo isto, elas causam 

alterações irreversíveis ou destruição dos substratos, que do ponto de vista 

biológico podem ser importantes, principalmente nos processos fisiológicos, 

patológicos e também tecnológicos (Barret; Rawlings; O’Brien, 2001).  

 As enzimas proteolíticas constituem um dos mais importantes grupos de 

enzimas comerciais. Essas enzimas apresentam grande utilização em 

processos industriais, tais como na indústria de detergentes, bem como 

indústrias de couro e alimentos (Kumar & Takagi, 1999; Gupta et al. 2002).  

 As proteases representam um dos três maiores grupos de enzimas 

industriais, sendo responsáveis por cerca de 60% do total de vendas de 

enzimas mundialmente. Elas são fisiologicamente importantes para a vida dos 

organismos, e são encontradas em uma grande diversidade de fontes tais 

como plantas, animais e microrganismos (Rao, 1998).  As proteases 

produzidas por plantas requerem um processo de obtenção mais demorado, 

pois dependem da disponibilização de área para cultivo e também das 
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condições climáticas. As proteases de origem animal dependem da 

disponibilidade de animais para o abate, tornando o processo dispendioso. 

Neste contexto, os microrganismos são preferidos frente a outras fontes de 

proteases devido ao seu rápido crescimento e ao pequeno espaço requerido 

para seu cultivo (Rao, 1998). Além disso, as proteases microbianas são, em 

geral, mais estáveis que as homólogas de plantas e animais e o seu processo 

de produção é mais fácil e mais seguro (Wiseman, 1991).  

 Os microrganismos responsáveis pela produção de proteases são os 

fungos e as bactérias, devido à maior facilidade de cultivo e obtenção da 

enzima (Bernardi et al., 1991). Em geral, as enzimas fúngicas têm um pH ótimo 

ácido ou neutro, não sendo termoestáveis. Por outro lado, as proteases 

bacterianas possuem um pH ótimo alcalino ou neutro, sendo com freqüência 

termoestáveis (Wiseman, 1991). 

 As proteases bacterianas apresentam inúmeras aplicações nas 

indústrias alimentícias e químicas. Espécies do gênero Bacillus, principalmente, 

possuem alta capacidade de produção de proteases alcalinas, que são 

amplamente utilizadas nas indústrias e possuem alta atividade catalítica (Joo & 

Chang, 2005). 

 Para espécies de Bacillus, a produção de proteases é fortemente 

influenciada por fatores físicos como pH, temperatura e tempo de incubação, 

além de fatores como componentes do meio e a presença de íons metálicos 

(Nehete et al., 1985, Johnvesly & Naik, 2001).  
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2.1.1 Classificação 

 A União Internacional de Bioquímica (IUB) classifica as proteases em 

seis famílias de acordo com a massa molecular, propriedades elétricas e 

especificidade em relação ao substrato. São elas: serina protease I (ex. tripsina 

e elastase), serina protease II (ex. subtilisina), cisteína protease (ex. papaína), 

aspartil protease (ex. pepsina, quimosina), metalo protease I (ex. 

carboxipeptidase bovina) e metalo protease II (ex. termolisina). A serina 

protease e a metalo protease se subdividem em duas famílias: as proteases de 

mamíferos e as proteases microbianas. Cada família de protease possui 

resíduos de aminoácidos característicos no seu sítio ativo (Beynon, 1996).  

 As serina proteases são caracterizadas pela presença de um resíduo de 

serina em seu sitio ativo. Elas são bastante numerosas, amplamente 

distribuídas entre os vírus, procariotos e eucariotos sugerindo importância vital 

para todos os organismos. As serina proteases podem ser reconhecidas por 

sua inibição irreversível pelos compostos PMSF, 3,4-dicloroisocumarina (3,4-

DCI), diisopropilfluorfosfato (DFP) e 3-carboxitrans-2,3-epoxipropil-leucilamido 

(Barret, 1994, Rao et al., 1998). 

 As aspartil proteases, também são conhecidas como proteases ácidas e 

dependem da presença de resíduos de ácido aspártico para a atividade 

catalítica. A maioria delas apresenta atividade máxima em baixos valores de 

pH. São inibidas por pepstatina (Barret, 1995, Rao et al., 1998). 

 As cisteína proteases ocorrem em procariotos e eucariotos. Geralmente, 

estas enzimas são ativas somente na presença de condições redutoras. As 

cisteína proteases em sua maioria são ativas em pH neutro. Outra 
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característica é a inibição por agentes sulfidrila como p-cloromercurilbenzoato 

(PCMB) e iodoacetamida (Barret, 1994). 

 As metaloproteases estão distribuídas em todos os organismos vivos e 

são as enzimas que apresentam a maior diversidade de sítios catalíticos. Elas 

são caracterizadas pela necessidade da presença de um íon metálico divalente 

para atividade (Barret; Rawlings; O’Brien, 1995). As metaloproteases são 

inibidas por agentes quelantes como ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 

ácido etilenoglicoltetraacético (EGTA) e 1,10-orto-fenantrolina (OP) (Barret, 

1995). 

 

2.1.2 Aplicações 

 As proteases têm uma grande variedade de aplicações, principalmente 

nas indústrias de detergentes e alimentos. Em vista da recente tendência do 

desenvolvimento de tecnologias ambientais, as proteases são utilizadas no 

tratamento de couro e em vários processos de biorremediação. As proteases 

são um dos ingredientes padrão adicionado a todos detergentes devido, 

principalmente, à especificidade em relação a alguns substratos constituintes 

do material a ser removido. Na indústria de alimentos são amplamente 

utilizadas em laticínios, massas e na produção de hidrolisados protéicos. Na 

indústria farmacêutica, as proteases são utilizadas em formulações como 

auxiliares digestivos, combinações com antibióticos e para tratamentos de 

lesões. No entanto, essas proteases são produzidas em pequenas quantidades 

e requerem alto grau de pureza (Rao et al., 1998). 
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Na tabela 1 são apresentadas as proteases de origem microbiana, bem como 

suas aplicações industriais. 

Tabela 1: Aplicações industriais das enzimas microbianas. 

Fonte Enzima Aplicação industrial 

   

Aspergillus Níger 

 

Proteases ácidas e 

neutras 

Queijo, carnes, pescado 

cereais, bebidas 

Aspergillus oryzae Proteases ácidas e 

neutras 

Hidrólise protéica, 

processamento de carne e 

pescado, indústria cervejeira e 

de panificação 

Aspergillus melleus Proteases alcalinas Manufatura de queijo 

Bacillus licheniformis 

e Bacillus subtilis 

Proteases alcalinas Fabricação de detergentes e 

indústria de couro, 

processamento de carnes, 

pescados e derivados lácteos 

Bacillus subtilis e 

Bacillus cereus 

Protease neutra Produção de bebidas e 

panificação 

 
Fonte: Wiseman (1991) 

 

2.2 QUERATINAS 

 Queratinas são polipeptídios formados por unidades de aminoácidos, 

com massa molar média da ordem de 10.000 g/mol, apresentando resíduos de 

cisteína na proporção de 7 a 20% do número total de resíduos de aminoácidos 

(Onifade, 1998; Yamauchi, 1996). Pertencem à classe de proteínas fibrosas, 

com formação de pontes dissulfeto inter ou intramolecular, resultando em um 
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material com características de conformação rígida e tenaz devido à rede 

tridimensional das fibras de queratina (Schrooyen, 2000 e 2001). 

A queratina é uma proteína insolúvel requerendo a secreção de enzimas 

extracelulares para que a sua biodegradação ocorra. Materiais queratinosos 

são insolúveis e resistentes à degradação por enzimas proteolíticas como 

tripsina, pepsina e papaína (Farag e Hassan, 2004; Williams et al, 1990). Esta 

proteína é o principal componente das peles, pêlos, penas, unhas, cascos e 

escamas. As queratinas foram vitais nos processos adaptativos aos ambientes 

naturais, atuando como barreira mecânica, estrutural e térmica (Busson et al., 

1999). 

 A capacidade de resistência mecânica e de digestão proteolítica que as 

queratinas apresentam são conseqüência do firme empacotamento da cadeia 

protéica em α-hélice (α-queratina) e β-pregueada (β-queratina) no 

empacotamento da cadeia polipeptídica. As queratinas também apresentam 

um alto índice de ligações intercadeia, conseqüência da grande quantidade de  

formação de pontes dissulfeto que é facilitada pelo alto conteúdo de cisteína. 

Pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas também conferem à queratina 

força, estabilidade e resistência à proteólise (Onifade, 1998).  

 As queratinas são classificadas em “leves” e “rígidas”. As queratinas 

“leves”, encontradas no extrato córneo, são isentas ou contêm pouco conteúdo 

de cisteína e são constituídas principalmente de aminoácidos com cadeias 

laterais pequenas como glicina, alanina e serina. As queratinas “rígidas” são 

ricas em cisteína e contêm muitas ligações dissulfeto bem como a presença da 

maioria dos aminoácidos. Incluem-se nesta classe, penas e pêlos com cerca de 
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10 a 14% de cisteína (Hood et al. 1994). A principal característica que 

diferencia a queratina quando comparada a outras proteínas fibrosas, tais 

como o colágeno, a elastina e as proteínas miofibrilares, é a ocorrência de uma 

grande quantidade de resíduos de cisteína (Schrooyen et al., 2000; Katoh et 

al., 2004). 

 As queratinas são extremamente diversas em estrutura molecular. As α 

e β-queratinas tem sido amplamente estudadas e historicamente consideradas 

convergentes em termos de estrutura e função. No entanto, há poucas 

similaridades em seqüência e muitas diferenças moleculares entre elas. As α-

queratinas são encontradas em todos os vertebrados superiores, enquanto  as 

β-queratinas são encontradas exclusivamente em répteis e aves. Todas as β-

queratinas são menores que as α-queratinas (Brush, 1996).  

 As enzimas proteolíticas, especialmente as de mamíferos e de aves, são 

incapazes de hidrolisar a queratina. Esta resistência à ação das peptidases 

digestivas faz com que o valor nutritivo das queratinas seja extremamente 

baixo. Em conseqüência deste fato, o grande volume de resíduos de queratina 

proveniente dos abatedouros de aves tem um aproveitamento econômico 

mínimo (Bon et al., 2008). 

2.2.1 Microrganismos queratinolíticos 

 Apesar da alta estabilidade da queratina, percebe-se que não há 

acúmulo na natureza. Isto confirma a existência de microrganismos 

decompositores naturais capazes de utilizar a queratina como substrato para 

seu crescimento. Estes são chamados de microrganismos queratinolíticos e 

podem crescer em diferentes condições ecológicas e ambientais, 
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demonstrando uma capacidade variada de solubilização de substratos 

queratinosos, bem como de outros substratos protéicos compactados. 

Geralmente, essa solubilização se faz através da síntese e secreção de 

proteases para a superfície destes substratos viabilizando a hidrólise e assim a 

assimilação de nutrientes (Onifade et al., 1998).    

 Microrganismos queratinolíticos têm sido muito investigados devido à 

importância de seu potencial industrial para o processamento do couro, 

produção de rações e tratamento e aproveitamento de resíduos da indústria 

avícola, entre outras (Onifade et al., 1998). 

 Como muitas espécies de fungos queratinoliticos são patogênicas e, 

portanto, com potencial biológico limitado, estudos recentes concentram-se nas 

bactérias queratinolíticas como fonte destas enzimas para uso industrial. Estes 

trabalhos levaram ao isolamento, principalmente a partir de resíduos das 

indústrias avícolas e do solo em que estes se encontram, de muitas espécies 

de bactérias capazes de produzir diferentes queratinases (Lin et al., 1992; 

Thomas et al., 1995; William et al., 1990; Zaghloul et al., 1998; Ichia et al., 

2001; Riffel e Brandelli, 2002). 

 Grande parte das bactérias queratinolíticas descritas relaciona-se ao 

gênero Bacillus (Zaghloul et al., 1998, Kim et al., 2001, Fonseca, 1998). 

Entretanto, diversos outros microrganismos queratinolíticos vêm sendo isolados 

e caracterizados conforme consta na Tabela 2, abaixo. 
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Tabela 2: Microrganismos queratinolíticos  

              Microrganismo          Autor 

  

Bacillus licheniformis                                                Williams et al., 1990 

 

Streptomyces thermoviolaceus                                Chitte et al., 1999 

 

Vibrio sp Sangali & Brandelli, 2000 

 

Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis e Bacillus 
cereus 

Kim et al., 2001 

Alcaligenes faecalis                                                  Lucas et al., 2003 

 

Aspergillus oryzae                                                    Farag & Hassan, 2004 

 

Bacillus subtilis S14                                                  Macedo et al., 2005 

 

Kocuria rosea                                                           Bernal et al., 2006 

 

Scopulariopsis brevicaulis                                        Anbu et al., 2007 

 

Streptomyces sp.S7                                                 Tatineni et al., 2008 

 

Chryseobacterium sp. KR6                                       Riffel et al., 2007 

 

Chryseobacterium indologenes TKU014                Wang et al., 2007 

Fonte: Ana Paula Folmer Corrêa em: Purificação parcial e caracterização de uma 
protease alcalina queratinolítica de Bacillus sp. p7 PPGMAA, UFRGS, 2009. 
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2.2.2 Queratinases  

 As proteases específicas intra ou extracelulares elaboradas por 

microrganismos queratinolíticos são chamadas de queratinases. Estas enzimas 

distinguem-se das outras proteases por uma maior capacidade de degradação 

de substratos compactos como, por exemplo, a queratina (Onifade et al., 1998). 

 As queratinases são, em sua maioria, endopeptidases do tipo serina, 

cisteína e metalo-peptidases, embora já tenham sido descritas exopeptidases 

do tipo amino-peptidase com esta atividade. O mecanismo de ação destas 

enzimas ainda está em estudo. Acredita-se que as queratinases são simples 

peptidases que atuam em conjunto com agentes redutores, como o sulfito e 

similares, ou com outras enzimas com atividade de dissulfeto-redutase. 

Embora inicialmente estas enzimas tenham sido muito estudadas em fungos 

dermatófitos, atualmente elas têm sido isoladas e caracterizadas de procariotos 

representados por vários gêneros de bactérias, em especial Bacillus e 

Streptomyces (Bon et al., 2008).  

 Estudos recentes apresentaram evidencias de que as queratinases 

podem degradar príons, partículas protéicas das encefalopatias 

neurodegenerativas de humanos e animais (Muller-Hellwig et al., 2006). 

 Os procedimentos utilizados para a purificação das queratinases são 

semelhantes aos utilizados na purificação de diversas enzimas microbianas 

extracelulares. Assim, os sobrenadantes de culturas queratinolíticas são 

concentrados por precipitação com sulfato de amônio (Chitte et al, 1999) ou 

outras técnicas. Etapas de purificação adicionais por cromatografia de troca 

iônica e/ou filtração em gel estão descritas na literatura (Yamamura et al, 
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2002). Algumas queratinases foram purificadas por SDS-PAGE preparativa 

(Malviya et al., 1992) e também, por cromatografia de afinidade (Mignon et al., 

1998, Longshaw et al., 2002).  

 Dependendo da espécie do microrganismo produtor, as propriedades 

físico-químicas destas enzimas têm se mostrado bastante diversas. Já foram 

encontradas enzimas de pesos moleculares de 18 KDa (Bressollier et al., 1999) 

até maiores de 200 KDa (Nam et al., 2002) sendo a maioria delas pertencentes 

à classe das serina proteases, mas cisteína e metalopeptidases também tem 

sido caracterizadas. Os pH e temperaturas de maior atividade também variam 

bastante, de 5,5 (Qin; Dekio; Jidoi, 1992) a 10,0 (Bernal; Cairó; Coello, 2005) e 

30 °C (Mukhopadhyay; Chandra, 1990) até 100 °C (Nam et al., 2002). 

2.2.3 Aplicações  

  Os nichos industriais para a potencial aplicação das queratinases são 

muitos, sendo que os usos mais evidentes relacionem-se ao preparo de rações 

animais a partir de penas de aves e ao uso como agente depilatório na 

indústria do couro. Durante o processamento do couro, as queratinases podem 

ser empregadas na depilação da pele em substituição ao sulfeto de sódio. Este 

composto é extremamente tóxico e gera gás sulfídrico, agente responsável 

pela poluição do ar (Friedrich & Antranikian, 1996; Roth et al., 1995), e que já 

ocasionou mortes de trabalhadores (Cocheo, 1990; Balasubramanian & 

Pugalenthi, 2000). Esta tecnologia é efetiva e está se estabelecendo como uma 

opção viável aos curtumes pela pressão social por tecnologias mais limpas e 

de menor impacto ambiental. Processos de depilação que empregam 
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queratinases já são utilizados em curtumes, substituindo total ou parcialmente 

o uso de sulfetos (Cassano et al., 2000). 

 A magnitude do problema ambiental gerado nos abatedouros de aves 

devido à grande quantidade de penas produzidas pelo processamento de 

frangos motivou o desenvolvimento de processos de aproveitamento deste 

resíduo (Shih, 1993; Thomas et al., 1995). O processamento biotecnológico de 

penas para a produção de ração animal oferece em contraposição ao 

processamento químico, vantagens relacionadas ao enriquecimento protéico 

das penas porque não destrói aminoácidos essenciais, tais como metionina, 

lisina, histidina, que apresentam níveis sub-ótimos nas penas. Apresenta, 

ainda, a vantagem de não formar derivados de aminoácidos não-assimiláveis 

(Onifade, 1998; Dalev et al., 1997).  

 Estudos recentes sugerem que o hidrolisado de penas é um produto 

potencialmente útil como fertilizante de liberação lenta de nitrogênio, devido ao 

alto teor deste elemento, que atinge cerca de 15% (Ichida et al., 2001). 

Hidrolisados enzimáticos de penas de frango já foram usados com sucesso em 

condições de campo (Choi & Nelson, 1996). Outra utilidade dada à queratinase 

é na hidrolise de pêlos, penas e colágeno para a desobstrução de redes de 

tratamento de água (Godfrey, 2003). 

 Na área de cosméticos, as queratinases ainda apresentam uso potencial 

em cremes depilatórios e na obtenção de hidrolisados de queratinas em 

cremes para tratamento capilar (Bon et al., 2008).  

 As possibilidades de uso de queratinases nas indústrias de rações, de 

couro, de cosméticos e de produtos farmacêuticos aumentam paralelamente ao 
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isolamento e identificação de novos microrganismos produtores e à 

caracterização química e bioquímica dessas proteases. Além disto, a clonagem 

e a expressão dos genes que codificam estas enzimas possibilitarão a sua 

produção nas quantidades necessárias, com custos compatíveis para a 

obtenção de produtos de interesse e para aplicação industrial. Neste contexto, 

a produção destas enzimas por microrganismos recombinantes é de particular 

importância, uma vez que muitos microrganismos produtores naturais são 

freqüentemente patogênicos (Bon et al., 2008). 

  

2.3 GÊNERO Bacillus 

 Segundo o Manual Bergey’s de Bacteriologia Sistemática (Sneath et al., 

1984), os Bacillus são bactérias em forma de bastonetes, Gram-positivas, 

formadoras de esporos, aeróbias ou anaeróbias facultativas e a maioria é 

catalase positiva. São agrupadas de acordo com as exigências físicas, 

químicas, nutricionais ou genéticas. Dentro do gênero Bacillus, o grupo Bacillus 

subtilis é reconhecido por englobar cinco espécies fisiologicamente similares 

(Gordon et al., 1973): B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. licheniformis, B. 

pumilus e B. subtilis. Embora essas bactérias são fenotipicamente muito 

similares, elas podem facilmente ser distinguidas por estudos do DNA (Seki 

and Oshima, 1989). 

 O gênero Bacillus é um dos maiores da microbiologia. Suas 

características são muito variadas, sendo encontradas espécies com 

importância industrial e agrícola e espécies patogênicas produtoras de toxinas 

(Paik et al., 1997). 
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 Bacillus são organismos com atrativo industrial por possuírem diversas 

características vantajosas, tais como: sua alta taxa de crescimento, levando a 

um curto tempo para a fermentação; sua capacidade de secretar proteínas 

para um meio extracelular e o estado GRAS (Generally Recognized As Safe), 

considerado pelo FDA (Food and Drug Administration) de algumas espécies 

como Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Schallmey et al., 2004), as quais 

são muito próximas, filogeneticamente, de Bacillus amyloliquefaciens. Estes 

organismos são uma fonte muito importante de enzimas extracelulares 

utilizadas industrialmente, incluindo proteases e amilases.  

 O gênero Bacillus é atualmente considerado como um dos maiores 

produtores de enzimas industriais, incluindo espécies encontradas na natureza 

(solo, água e ar), e algumas como participante da biota intestinal 

(Chantawannakul, et al., 2002). As principais aplicações deste gênero estão 

resumidas na tabela 3. 
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Tabela 3: Aplicações industriais de enzimas produzidas por Bacillus spp. 

Indústria Enzimas Bacillus sp. 

   

Detergentes Proteases alcalinas B. claisii 

B. amyloliquefaciens 

Textil Amilase B. halodurans 

Bebidas Amilase B. licheniformis 

B. amyloliquefaciens 

Bebidas β- glucanase B. subtilis 

                                         

Fonte: Ana Paula Folmer Corrêa em: Purificação parcial e caracterização de uma 
protease alcalina queratinolítica de Bacillus sp. p7 PPGMAA, UFRGS, 2009. 
 

2.4 RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO SUBSTRATOS PARA 

PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 A indústria de alimentos produz ao longo de sua cadeia uma grande 

quantidade de resíduos agroindustriais, o que gera perda de divisas, além de 

inúmeros problemas ambientais. No entanto, o aproveitamento integral desses 

resíduos como matéria-prima para a formulação de rações tem como objetivo 

principal agregar valor aos subprodutos (Sena & Nunes, 2006). 

 Grandes quantidades de resíduos agroindustriais são geradas a cada 

ano a partir das mais diversas atividades econômicas (Tan & Wahab, 1997; 

Heck et al., 2005), sendo geralmente utilizados como ração animal, fertilizantes 

ou condicionadores de solo (Ferrer et al., 2001; Schieber et al., 2001; Yang et 

al., 2001). Na realidade, biomassa em excesso e resíduos provenientes de 
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atividades agrícolas e agroindustriais sempre foram amplamente empregados 

na produção de energia, rações, alimentos, entre outros produtos úteis (Moraes 

et al., 2002). 

 Segundo Demajorivic (1995) resíduos sólidos diferenciam-se do termo 

lixo, pois enquanto este último não possui nenhum tipo de valor, já que é aquilo 

que deve apenas ser descartado, os resíduos possuem valor econômico 

agregado por possibilitarem o reaproveitamento no próprio processo produtivo. 

 Proteínas insolúveis e de difícil degradação estão presentes em todas as 

partes do corpo dos animais. A maior parte dessas proteínas é gerada nas 

indústrias de carnes em uma mistura de ossos, órgãos e tecidos, sendo 

convertido a resíduos industriais (Deydier et al., 2005). A maior parte dessa 

proteína animal de difícil degradação é atualmente incinerada (Deydier et al., 

2005, Haruta et al., 2005). No entanto, este método apresenta desvantagens 

ecológicas devido à perda de energia e a produção de uma grande quantidade 

de dióxido de carbono. Assim, uma solução inovadora para esses problemas é 

urgentemente necessária (Suzuki et al., 2006). 

 A queratina é o principal componente da pele, unhas, cabelos, penas e 

lã. (Williams et al., 1991). A magnitude do problema ambiental gerado nos 

abatedouros de aves devido à grande quantidade de penas produzidas pelo 

processamento de frangos motivou o desenvolvimento de processos de 

aproveitamento deste resíduo (Shih, 1993; Thomas et al., 1995). 

 As penas de aves são compostas basicamente por 90% de proteína na 

forma de queratina, que atualmente vem sendo utilizada, depois de 

hidrolisadas a altas temperaturas, na formulação de ração animal. 



 
 

19

Considerando-se que as penas representam de 5 a 7% do peso dos frangos 

(Martelli et al., 2006) e que o Brasil é o segundo produtor mundial dessas aves, 

pode-se avaliar a grande disponibilidade da queratina na indústria de 

processamento de aves (Tanabe et al., 2004). 

 No Brasil, é estimada a geração de 600 mil toneladas de penas por ano. 

Nos Estados Unidos, essa estimativa aproxima-se de quatro milhões de 

toneladas anuais. Não apenas o acúmulo das penas, mas também a sua 

deterioração lenta, que origina compostos sulfurosos de odor extremamente 

desagradável, vem impulsionando o estudo de microrganismos queratinolíticos 

e dos processos envolvidos na biodegradação da queratina (Latshaw et al., 

1994; Ichida et al., 2001; Shih, 1993; Onifade et al., 1998; Friedrich et al., 1999; 

Suntornsuk e Suntornsuk, 2003). 

 A produção industrial de enzimas é freqüentemente limitada devido aos 

custos dos substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se 

que por volta de 30-40% do custo envolvido na produção de proteases seja 

devido ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos microrganismos. 

Portanto, sua otimização é de grande importância para a redução dos custos 

produtivos (Joo & Chang, 2005). Neste sentido, a utilização de substratos de 

baixo custo, como resíduos agroindustriais, é uma alternativa para reduzir os 

custos de produção (Bocchini et al., 2005). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Penas de frango 

 As penas de frangos utilizadas como componente de meio de cultura 

foram cedidas pela empresa Avipal (RS, Brasil). As penas foram submetidas à 

lavagem em água corrente para a retirada de impurezas como unhas, sangue e 

pedaços de pele. 

 

3.2 Farinha de pena 

 A farinha de pena utilizada como substrato para ensaios enzimáticos e 

componentes de meios de cultura foi obtida a partir do processamento de 

cocção sob pressão e moagem na empresa Santista (RS, Brasil) e fornecida 

em lote de 20 Kg. 

 

3.3 Cabelo humano 

 O cabelo utilizado como substrato para meios de cultura foi obtido 

através da doação de um integrante de nosso laboratório. Os cabelos foram 

submetidos à lavagem em água corrente para retirada de impurezas. 
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3.4 Meios de cultura 

 Os meios de cultura Caldo pena (CP), Caldo farinha de pena (CF), Caldo 

Cabelo Humano (CC), Caldo Cérebro-Coração (BHI), Ágar farinha de pena 

(AFP), Ágar leite (AL) e Ágar Cérebro-Coração (BHA), utilizados neste estudo, 

têm sua composição descrita no apêndice. O pH dos meios foi ajustado 

conforme necessário com NaOH (1N) ou HCl (1N). A composição do tampão 

Tris-HCl também é apresentada no apêndice. 

 

3.5 Microrganismo e estoque do microrganismo 

 Foi utilizada a bactéria queratinolítica Bacillus sp. P7 (Genebank DQ 

387865), previamente isolada do intestino de peixe Piaractus mesopotamicus 

da bacia Amazônica. As culturas foram mantidas em placas de BHA a 4 °C. 

Periodicamente (a cada 15 dias) essas culturas eram inoculadas em novas 

placas de BHA e incubadas a 30 °C por 24 h. O estoque foi feito através do 

cultivo em meio caldo BHI, contendo 20% de glicerol (v/v) e armazenado na 

temperatura de -20 °C. 

 

3.6 Funcionalidade da Enzima 

 A avaliação da funcionalidade da enzima foi realizada através da 

inoculação do microrganismo através da semeadura em picada, sobre uma 

placa de ágar leite (10% v/v) e pH 7,0, a qual foi incubada a 37 °C durante 24 

horas. A presença de halos transparentes é indicativa da produção de enzimas 

proteolíticas. 
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3.7 Padronização do pré-inóculo para os cultivos submersos 

 Os pré-inóculos para os cultivos submersos foram feitos inoculando-se 

bactérias em placas de AFP por 24 horas a 37 °C. Após esse tempo, algumas 

colônias foram suspensas em solução salina estéril até atingirem uma leitura 

de 0,4 U em espectrofotômetro (600 nm). Os meios de cultivo foram inoculados 

com 1 mL do pré-inóculo com absorbância de 0,4 U (600 nm) para cada 100 

mL de meio de cultura. 

 

3.8 Seleção de substratos para produção de queratinase 

 Penas, farinha de pena e cabelo foram testados como substratos (10 

g/L) para produção de protease extracelular por Bacillus sp. P7 em meio 

mineral. O meio mineral foi composto por NaCl (0,5 g/L), K2HPO4 (0,3 g/L) e 

KH2PO4 (0,4 g/L) em água destilada. O pH inicial do meio foi ajustado para 8,0 

antes da esterilização (121 °C por 15 min). 

 Frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio mínimo 

mineral e 1% dos diferentes substratos, foram inoculados com 250 μL (1% v/v) 

de inóculo (seção 3.7), e incubados a 30 °C em incubadora com agitação 

orbital (125 rpm) por 5 dias. Alíquotas (500 μL) dos cultivos foram retiradas, 

centrifugadas (10.000 x g por 5 min) e o sobrenadante foi utilizado para 

realização do ensaio enzimático visando estimar a atividade proteolítica 

extracelular. O substrato que apresentou a produção mais elevada de atividade 

proteolítica foi selecionado, sendo utilizado nos estudos subseqüentes.  
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3.9 Produção da enzima 

 A produção de queratinase foi conduzida por incubação durante 48 

horas em estufa com agitação (125 rpm) na temperatura de 30 °C. Uma 

amostra do cultivo foi centrifugada (10000 x g por 5 min) para separação da 

biomassa celular e substâncias insolúveis. O sobrenadante foi utilizado como 

fonte de enzima para análises de atividade enzimática sob diferentes 

condições. 

 

3.10 Ensaios de atividade proteolítica 

 A atividade proteolítica foi determinada utilizando azocaseína como 

substrato. A reação foi iniciada misturando-se 100 µL da enzima com 100 µL 

de tampão Tris (0,02 M pH 8,0). Foi adicionado 100 µL do substrato 

(azocaseína 10 mg/mL). Essa mistura foi incubada por 30 min a 37 °C e a 

reação foi interrompida adicionando-se 500 µL de ácido tricloroacético (TCA) 

10%. Após a centrifugação a 10.000 x g por 5 min ser realizada, nos 800 µL do 

sobrenadante, adicionou-se 200 µL de NaOH 1,8 N. A leitura da amostra foi 

determinada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 420 nm. Uma 

unidade enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária para 

aumentar a absorbância em 0,01 a 420 nm nas condições de tempo e 

temperatura de incubação do teste. 

 

3.11 Ensaio de Atividade Queratinolítica  

 O ensaio utilizando azoqueratina foi realizado segundo método descrito 

por Lin et al. (1992), com algumas modificações. O substrato foi suspenso em  
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tampão Tris-HCl (20 mM, pH 8,0), em concentração de 10 mg/mL. Cem 

microlitros desta suspensão foram transferidos para tubos de microcentífugas 

contendo 100 μL do mesmo tampão. Em seguida, adicionou-se 100 μL da 

amostra contendo a enzima e, após agitação, a mistura foi incubada por 30 

minutos a 37 °C. A reação foi interrompida pela adição de 500 μL de ácido 

tricloroacético (TCA) 10%, seguida de centrifugação por 5 minutos a 10.000 x 

g. O sobrenadante foi coletado e sua absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro (Shimadzu U-1100) a 440 nm. O controle foi preparado da 

mesma forma exceto pela anterior adição de TCA à enzima. Uma unidade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

aumentar  em 0,01 unidade de absorbância a 440 nm nas condições acima. 

E/ou farelo de soja (5 g/L), em meio mineral. O meio mineral foi 

composto por K2HPO4 (5,0 g/L), KH2PO4 (5,0 g/L), MgSO4·7H2O (0,1 g/L), 

CaCl2 (0,025 g/L), ZnSO4·7H2O (0,01 g/L) e MnSO4 (0,01 g/L), em água 

destilada. 

3.12 Purificação Parcial da Enzima 

3.12.1 Precipitação com sulfato de amônio 

 A linhagem bacteriana Bacillus sp. P7 foi cultivada em condições ótimas 

de produção da enzima, sendo o volume do cultivo de 100 mL. A precipitação  

com sulfato de amônio foi realizada com o sobrenadante do cultivo, obtido 

através da centrifugação deste em centrifuga refrigerada (4 °C), durante 15 

minutos a 10.000 x g.  
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A taxa de saturação utilizada para o extrato enzimático da bactéria 

Bacillus sp. P7 foi de 0-60%. O experimento foi conduzido sob condições de 

refrigeração e agitação. A quantidade de sulfato de amônio necessária para 

atingir esta faixa de saturação foi calculada com base no volume de 

sobrenadante do cultivo sujeito à precipitação segundo Scopes (1994). 

 Após a adição da quantidade de sulfato de amônio adequada para a 

etapa de precipitação, a suspensão formada foi mantida por 1 hora sob 

agitação e, após, mais 1 hora em repouso sob refrigeração. Então, esta 

suspensão foi centrifugada (10.000 x g por 15 min), e o precipitado foi 

ressuspendido em 2 mL de tampão Tris-HCl (0,02 M pH 8,0). A amostra 

ressuspendida foi então dialisada contra o mesmo tampão por 12 horas. Após 

a diálise a amostra foi armazenada para posteriores análises. 

 

3.12.2 Cromatografia líquida de gel filtração 

 A suspensão resultante da etapa anterior foi aplicada em coluna de 

cromatografia líquida de gel-filtração (Sephadex G-200) em volume não 

superior a 5% do volume de resina da coluna. A coluna (20 x 0,8 cm), com 

fluxo de 0,40 mL/minuto, foi eluída com tampão tris HCl (20 mM; pH 8,0), sendo 

coletadas 20 frações de 1 mL cada. Para cada fração foram realizados o 

ensaio enzimático (seção 3.10) e a estimativa da concentração de proteínas 

através de leitura da absorbância em espectrofotômetro (280 nm). 

 3.12.3 Cromatografia líquida de interação hidrofóbica 

Às frações reunidas na cromatografia líquida de gel-filtração foi 

adicionado sulfato de amônio, em concentração final de 55 mM. Este material 
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foi aplicado em coluna (10,5 x 0,65 cm) de cromatografia líquida de interação 

hidrofóbica (Phenyl Sepharose), com fluxo de 0,28 mL/minuto, sendo coletadas 

20 frações de 1 mL cada. As primeiras cinco (05) frações foram eluídas com 

tampão Tris-HCl (20 mM; pH 8,0) contendo 55 mM de sulfato de amônio, e as 

frações seguintes foram eluídas com o mesmo tampão não adicionado de 

sulfato de amônio. Em cada fração coletada foram realizados o ensaio 

enzimático e a estimativa da quantidade de proteínas através de leitura da 

absorbância em espectrofotômetro (280 nm). As frações com atividade foram 

unidas, sendo realizados o ensaio enzimático bem como a determinação da 

concentração de proteínas solúveis. 

 

3.12.4 Cromatografia de Troca catiônica (SP-Sepharose) 

 As frações reunidas na cromatografia líquida de gel-filtração foram 

aplicadas em coluna (10,5 x 0,65 cm) de cromatografia de troca catiônica (SP-

Sepharose) com fluxo de 0,6 mL/minuto, sendo coletadas 30 frações de 2mL 

cada. A amostra foi eluida com tampão Tris-HCl (20 mM pH 8,0)  e 

posteriormente com um gradiente linear de NaCl de 0 a 1M. A absorbância a 

280 nm e a atividade enzimática (UA/mL) das frações coletadas (2 mL) foram 

determinadas. 

 

3.12.5 Cromatografia de Troca aniônica (DEAE-Sepharose) 

 As frações com maior atividade foram reunidas e aplicadas em coluna 

(10,5 x 0,65 cm) de cromatografia de troca aniônica (DEAE-Sepharose)  com 

fluxo de 0,6 mL/minuto, sendo coletadas 30 frações de 2mL cada.  A amostra 
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foi eluida com tampão Tris-HCl (20 mM pH 8,0) e, posteriormente, com um 

gradiente linear de NaCl de 0 a 1M. A absorbância a 280 nm e a atividade 

enzimática (UA/mL) das frações coletadas (2 mL) foram determinadas. 

 

3.13 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 

 Após a purificação parcial do extrato bruto da bactéria Bacillus sp. P7, o 

padrão protéico foi analisado através de eletroforese desnaturante em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 Amostras das etapas de purificação parcial foram precipitadas através 

da adição de solução de ácido tricloroacético (TCA; 500 g/L) até a 

concentração de 20% em acetona (v/v). Esta mistura foi mantida sob 

refrigeração durante aproximadamente 12 horas e, após, foi centrifugada 

(15.000 x g por 15 minutos). O pellet resultante foi ressuspendido em acetona e 

centrifugado (15.000 x g por 5 minutos). Este processo foi repetido diversas 

vezes, visando remover possíveis impurezas. 

 Após a última centrifugação e descarte do sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 25 μL de tampão de amostra. O tampão de amostra foi 

preparado com 1 mL de tampão Tris-HCl (500 mM; pH 8,6); 0,8 mL de glicerol; 

1,6 mL de solução de SDS (100 g/L); 0,4 mL de β-mercaptoetanol; 0,4 mL de 

solução de azul de bromofenol (10 g/L); e 3,8 mL de água destilada.  

 Esta ressuspensão foi incubada a 100 °C por 5 minutos e, a seguir, 

aplicada em gel de poliacrilamida 12% contendo SDS. A separação de 

proteínas foi realizada através da aplicação de campo elétrico (150 V e 25 mA), 

e a observação de bandas foi possível após coloração do gel com nitrato de 
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prata (Heukeshoven e Dernick, 1985). No gel também foi aplicado o marcador 

de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen), que apresenta 

proteínas na faixa de 10 a 220 kDa. 

 

3.14 Zimograma 

 A zimografia foi desenvolvida em gel de poliacrilamida contendo SDS e 1 

mg/mL de gelatina. As amostras foram diluídas no tampão de amostra exceto a 

adição de agente redutor e desnaturação por calor.  Segundo Laemmli et al. 

(1970), SDS-PAGE foi desenvolvida a 4 °C em gel de 12% de poliacrilamida 

com 1 mg/mL de gelatina que foi copolimerizada ao gel. Após a eletroforese, o 

gel foi lavado duas vezes com tampão Tris-HCl (0,05 mM pH 8,0) contendo 

Triton X-100 2,5% por 30 minutos. Após, o gel foi incubado com Tris-HCl (0,05 

mM pH 8,0) contendo 0,5% de NaN3 a 37 °C durante 12 horas. Em seguida, o 

gel foi fixado com metanol 50% contendo 10% de ácido acético e corado com 

Comassie Blue (Koshikawa et al., 1998).  

 

3.15 Determinação da concentração de proteínas solúveis 

 Para determinar o conteúdo de proteína solúvel das amostras utilizou-se 

o método descrito por Lowry et al. (1951), com o emprego de reagente de 

Folin-Ciocalteu. Trabalhou-se com dois reagentes: o reagente combinado (RC), 

preparado com 0,5 mL de CuSO4.5H2O 0,5%, 0,5 mL de tartarato de Na/K 1% 

e solução de Na2CO3 (2%) em NaOH 0,1N até o volume de 50 mL; e o 

reagente de Folin-Ciocalteu (FC), que foi diluído (1:1) com água destilada. 
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 Para a reação misturou-se 100 μL de amostra e adicionou-se 2,5 mL de 

RC, deixou-se 10 minutos a temperatura de 37 °C. Adicionou-se 300 μL do 

reagente de FC diluído e deixou-se à temperatura ambiente por mais 30 

minutos. As determinações de proteína solúvel de cada ponto foram realizadas 

em triplicata e foi medida a absorbância (750nm) em espectrofotômetro 

Shimadzu modelo UVmini-1240. Paralelamente, foi preparado um controle com 

100 μL de água destilada mais reagentes. A concentração de proteína foi 

determinada através de comparação com curva-padrão preparada com 

albumina sérica bovina.  

 

3.16 Caracterização da queratinase parcialmente purificada 

 

3.16.1 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática 

 Para determinação da temperatura ótima, foi utilizada a metodologia já 

descrita no item 3.10, variando-se apenas as temperaturas de incubação. As 

temperaturas utilizadas foram 30, 40, 45, 50, 55, 60, 70 e 80 °C. Determinaram-

se as atividades relativas considerando-se como 100% a temperatura onde 

houvesse a maior atividade enzimática. 

 

3.16.2 Determinação do pH ótimo da atividade enzimática 

 O ensaio para pH ótimo da atividade enzimática foi realizado da mesma 

maneira descrita no item 3.10, substituindo-se apenas o tampão utilizado pelos 

tampões citrato 20 mM (pH 5,0 e 5,5), fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0; 6,5; 7,0 

e 7,5), Tris-HCl (pH 8,0; 8,5; 9,0 e 10,0) e carbonato (pH 11,0 e 12,0). 
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Determinaram-se as atividades relativas considerando-se como 100% o pH no 

qual foi observada a maior atividade enzimática. 

 

3.16.3 Estabilidade térmica 

 A estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se a enzima 

parcialmente purificada por 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90 ou 120 minutos em 

temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65 ou 70 °C. Após este período de pré-

incubação, foi realizado o ensaio enzimático empregando o substrato 

azocaseina e utilizando as condições ótimas de temperatura e pH 

estabelecidas para a enzima. A atividade residual da enzima nestes testes foi 

expressa como porcentagem da atividade enzimática apresentada no tempo 

zero (controle). 

 

3.16.4 Efeitos de detergentes sobre a atividade enzimática 

 O efeito de diferentes detergentes sobre a atividade enzimática foi 

avaliado através da pré-incubação da enzima com o respectivo detergente por 

10 min em temperatura ambiente. Os detergentes testados foram os seguintes: 

SDS e Triton X-100, em concentrações de 0,5% e 1%. Após este período, o 

ensaio enzimático foi realizado (item 3.10). 

 

3.16.5 Efeito de sais sobre a atividade enzimática 

 Foi realizado método similar ao anteriormente descrito (item 3.16.4), 

exceto pela adição de sais em diferentes concentrações no meio reacional (1 e 
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5 mM). Os sais testados foram: CoCl2, CuSO4, HgCl2, ZnSO4, CaCl2, MnSO4, 

MgSO4 e SrCl2. 

 

3.16.6 Efeito de solventes sobre a atividade enzimática 

 O efeito de solventes foi avaliado de forma similar ao ensaio já descrito 

(item 3.16.4) exceto pela adição de solventes em determinadas concentrações 

ao meio reacional. A pré-incubação foi realizada por 10 minutos à temperatura 

ambiente e os solventes utilizados foram: DMSO (0,5 e 1%), isopropanol (0,5 e 

1%) e acetonitrila (0,5 e 1%).  

 

3.16.7 Efeito de inibidores de protease sobre a atividade enzimática 

 O efeito de inibidores sobre a enzima foi avaliado utilizando método 

similar ao descrito no item 3.16.4 exceto pela utilização de inibidores nas 

concentrações indicadas no meio reacional. Foi realizada pré-incubação da 

enzima e inibidor por 10 minutos em temperatura ambiente. Os inibidores 

utilizados foram: EDTA (1 e 5 mM), PMSF (1 e 5 mM) e 1,10-fenantrolina (1 e 5 

mM). Um controle foi realizado através da realização da atividade enzimática 

sem a adição de inibidores. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Escolha do microrganismo produtor de queratinase 

 A biodiversidade microbiana é a principal fonte para novos produtos e 

processos biotecnológicos (Gupta et al., 2002). A bioprospecção da vasta 

biodiversidade amazônica, particularmente, pode conduzir ao isolamento de 

linhagens produtoras de diversos metabólitos com aplicações industriais e 

comerciais (Giongo et al., 2007). 

 A primeira etapa deste trabalho foi a escolha do microrganismo. Esta se 

baseou em trabalho anterior (Giongo et al., 2007), onde foram caracterizadas 

linhagens bacterianas isoladas da Bacia Amazônica. O microrganismo 

escolhido foi Bacillus sp. P7, uma bactéria Gram-positiva, aeróbica, produtora 

de endósporos. Em pH 8,0 e 30 °C o microrganismo encontra-se nas condições 

ótimas de crescimento. 

 Microrganismos queratinolíticos e queratinases microbianas apresentam 

um amplo espectro nas aplicações industriais, apresentando valores potenciais 

na bioconversão de resíduos queratinosos, nas indústrias de detergentes, 

fertilizantes, biopolimeros, farmacêutica e na indústria de rações animais, bem 

como no processamento do couro e na hidrólise de príons (Gupta and 

Ramnani, 2006; Brandelli, 2008). Por este motivo, tais microrganismos e 

enzimas têm sido o foco de interesse em vários estudos (Bressollier et al., 
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1999; Macedo et al., 2005; Thys and Brandelli, 2006; Anbu et al., 2007; Riffel et 

al., 2007; Kumar et al., 2008). 

4.2 Seleção de substratos para produção de queratinase 

Diferentes substratos foram testados visando a produção de protease 

extracelular por Bacillus sp. P7 em cultivos submersos. O cultivo no substrato 

fariha de pena resultou em maior produção de protease, alcançando valores 

máximos para a atividade enzimática em 48 horas de cultivo (figura 1). 

Também se pode observar uma maior solubilização de proteínas no meio 

contendo este substrato (figura 2).  

Bacillus sp. P7 mostrou degradar fortemente farinha de pena, bem como 

pena inteiras durante os cultivos submersos, no entanto, cabelo humano não 

foi degradado após 96 horas de cultivo (Fig. 1). Resultados similares foram 

relatados, confirmando a diversidade conformacional da queratina do cabelo 

em relação a queratina da pena (Daroit et al., 2009). A concentração de 

proteínas solúveis em cultivos submersos é atualmente utilizada como uma 

medida de degradação de penas (Szabó et al., 2000). A maior produção de 

proteína solúvel na farinha de pena pode ser resultado de uma maior 

acessibilidade e homogenedade deste substrato quando comparado com 

penas inteiras. Tais hidrolisados protéicos são resultados da conversão 

microbiana da queratina da pena e pode ser utilizada como um ingrediente em 

rações para animais ou como fertilizante orgânico (Grazziotin et al., 2006). 

A produção de queratinases microbianas são frequentemente induzidas 

por substratos queratinosos, tais como penas e farinha de pena (Gupta and 

Ramnani, 2006). Resultados similares ao deste trabalho foram relatados por 
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Son et al. (2008). Desta forma o substrato farinha de pena foi escolhido para 

ser utilizado em estudos subseqüentes. 

 

 

Figura 1: Produção de protease por Bacillus sp. P7 em diferentes substratos ricos em 
queratina. 
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Figura 2: Concentração de proteína solúvel durante cultivo de Bacillus sp. P7 em 
diferentes substratos ricos em queratina. 

 

A linhagem P7 mostrou elevada produção de protease na farinha de 

pena, o qual é um substrato bastante disponível e barato. Assim, a utilização 

de tal substrato pode resultar em um processo custo-benefício mais eficaz.  

De forma semelhante ao observado neste estudo, farinha de pena tem 

sido empregada em outros estudos (De Toni et al., 2002; Pissuwan & 

Suntornsuk, 2001; Letorneau et al., 1998), assim como as penas inteiras 

também são muito utilizadas para produção de queratinase (Willians et al., 

1990; Riffel et al., 2003, Zerdani et al., 2004; Thys et al., 2004). 
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4.3 Purificação parcial da queratinase extracelular produzida por Bacillus 

sp. P7 

O objetivo geral de um processo de purificação de proteínas não é 

apenas a remoção de contaminantes indesejados, mas também a 

concentração da proteína de interesse e sua transferência para um ambiente 

onde esta apresenta-se estável e adequada para a aplicação pretendida. A 

pureza de proteínas é pré-requisito para o estudo de suas estruturas e funções, 

ou para suas aplicações potenciais, sendo que o nível de purificação requerido 

depende do uso final da proteína. Alto grau de pureza é necessário para 

estudos estruturais ou aplicações terapêuticas, e baixo ou moderado grau de 

pureza para aplicações industriais, como na indústria alimentícia ou na 

produção de detergentes domésticos (Queiroz et al., 2001). 

O cultivo de Bacillus sp. P7 em meio mineral contendo farinha de pena 

(10 g/L) foi centrifugado após 48 horas de incubação. O sobrenadante 

resultante, denominado extrato bruto, foi utilizado como fonte de enzima no 

processo de purificação parcial da queratinase extracelular. O processo de 

purificação consistiu de 4 etapas: precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia liquida de gel-filtração; e duas cromatografias de troca-iônica. O 

resumo do processo de purificação parcial é apresentado na tabela 4. 

A primeira etapa de purificação da queratinase extracelular consistiu na 

precipitação de proteínas do extrato bruto por meio da adição de sulfato de 

amônio de modo a atingir uma saturação de 60%. A precipitação resultou na 

recuperação de aproximadamente 27% da atividade proteolítica presente no 

extrato bruto (100%), e em aumento de 1,4 vezes na atividade específica 
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(tabela 4). Os valores de atividade específica e fator de purificação 

apresentados na tabela 4 foram calculados tendo azocaseína como substrato. 

Destaca-se o elevado fator de purificação obtido apo a última etapa 

cromatográfica.  

 

Tabela 4. Quadro de purificação parcial da queratinase extracellular produzida 
por Bacillus sp. P7 
 
 
 

Etapa de 
purificação 

Atividade 
Azocaseina 

(U/mL) 

Atividade 
Azoqueratina 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade 
Específica 

(U/mg) 

Fator de 
purificação 

 

 

Extrato bruto 

Precipitação 

Sephadex G-200 

SP-Sepharose 

DEAE-Sepharose 

1446 

2192 

1109 

840 

389 

242 

285 

194 

116 

86 

3,33 

3,60 

0,70 

0,35 

0,03 

432.2 

608.8 

1,584 

2,400 

12,966 

1,0 

1,4 

3,6 

5,5 

29,8 
 

 

 

A amostra resultante da etapa de precipitação com sulfato de amônio foi 

aplicada em coluna de cromatografia líquida de gel-filtração Sephadex G-200, 

equilibrada com tampão tris-HC (20 mM; pH 8,0) e eluida com o mesmo 

tampão. A figura 3 apresenta o perfil de uma eluição típica. Na eluição foram 

coletadas 20 frações de 1mL cada. Neste cromatograma pode ser observado 

um pico de proteína (fração 11), e um pico de atividade enzimática (fração 9).  

A eluição da atividade enzimática nas primeiras frações pode indicar que a 
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queratinase seja uma enzima de peso molecular elevado, provavelmente maior 

que 100-150 kDa, ou que a enzima esteja agregada ou associada a outras 

moléculas.  

A cromatografia líquida de gel-filtração separa moléculas basicamente 

por tamanho e massa molecular, sendo que moléculas maiores são eluidas da 

coluna antes das moléculas menores. Isto ocorre, pois moléculas menores têm 

acesso a uma maior porção dos poros da resina na coluna e, com isso, a 

migração através da mesma ocorre em menor velocidade (Scopes, 1994; 

Popovici & Schoenmarkers, 2005; Yu et al., 2006). 

 

 

 

Figura 3:Padrão de eluição em coluna de cromatografia líquida de gel-filtração com a 
resina Sephadex G-200. (■) atividade enzimática (U/mL); (♦) absorbância a 289 nm. 
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As frações com atividade na etapa de gel filtração (8-10) foram unidas, e 

aplicadas em coluna de cromatografia líquida de troca-iônica. A separação por 

cromatografia de troca-iônica depende da adsorção reversível de moléculas de 

soluto carregadas a um grupo imobilizados de moléculas de cargas opostas. A 

matriz cromatográfica consiste em uma matriz porosa insolúvel onde um grupo 

carregado fica covalentemente ligado. A matriz SP-Sepharose foi acomodada 

em uma coluna de 10,5 cm de comprimento e 0,65 cm de diâmetro. 

Inicialmente, a coluna foi eluida com tampão tris-HCl (20 mM, pH 8,0) e, 

posteriormente, com um gradiente linear de NaCl 0-1M. Foram coletadas 30 

frações de 2 mL, e aquelas que apresentaram um pico de absorbância foram 

submetidas a análise da atividade enzimática.  

A figura 4 ilustra o perfil de eluição da enzima proteolítica utilizando 

resina de troca catiônica SP-Sepharose. Observa-se que a enzima foi coletada 

nas primeiras frações ainda antes do início do gradiente salino, sugerindo que 

nestas condições de pH a referida enzima não adsorveu na resina de troca 

catiônica. Provavelmente, em pH 8,0 a enzima não se encontra abaixo do 

ponto isoelétrico, ou seja, positivamente carregada para interagir com a resina 

SP-Sepharose. No entanto, observa-se que foi possível aumentar de 3,6 vezes 

para 5,5 vezes o fator de purificação. 
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Figura 4: Perfil de eluição em coluna de cromatografia líquida de troca iônica SP-
Sepharose. (■) atividade enzimática (U/mL); (--) absorbância 280 nm; (...) gradiente 
linear de NaCl (0-1M). 

 

A matriz DEAE-Sepharose foi acomodada em uma coluna de 10,5 cm de 

comprimento e 0,65 cm de diâmetro. Inicialmente, a coluna foi lavada com 

tampão Tris-HCl (20 mM, pH 8,0) e, posteriormente, eluída utilizando o 

gradiente linear de NaCl 0-1M. Foram coletadas 30 frações de 2 mL, as frações 

que apresentaram um pico de absorbância foram submetidas a analise da 

atividade enzimática. 

A figura 5 ilustra o perfil de eluição da enzima utilizando resina de troca 

aniônica DEAE-Sepharose. É possível observar, que mesmo a enzima não se 

ligando a resina aniônica, foi possível separá-la de outros interferentes 

protéicos que foram eluídos durante o gradiente salino. 
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Figura 5: Perfil de eluição em coluna de cromatografia líquida de troca iônica DEAE-
Sepharose. (■) atividade enzimática (U/mL); (--) absorbância 280 nm; (...) gradiente 
linear de NaCl (0-1M). 
 

O padrão protéico após a purificação parcial foi analisado através de 

eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), conforme é 

apresentado na figura 6. A coloração do gel revelou 4 bandas com pesos 

moleculares inferiores a 20 KDa. 
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FIGURA 6: SDS-PAGE de amostra do processo de purificação parcial. M: marcador 
de peso molecular; P: padrão protéico após purificação parcial. As setas indicam 
bandas majoritárias após coloração com  nitrato de prata. 

 

Amostras obtidas na última etapa de purificação também foram 

submetidas à eletroforese não-desnaturante em gel de poliacrilamida (PAGE), 

ilustrada na figura 7.  Após a PAGE, a atividade proteolítica no gel foi 

visualizada através de zimograma com colágeno. Estes resultados indicaram a 

presença de duas bandas com atividade proteolítica. 
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FIGURA 7: Zimograma de gelatina da queratinase parcialmente purificada. Após a 
eletroforese, o gel foi incubado sem inibidor (a), ou na presença de  10 mM EDTA (b) 
ou 10 mM PMSF (c). 
 
 

Após as etapas de purificação, duas bandas proteolíticas foram 

reveladas através da análise do zimograma (Fig.7). Quando o zimograma de 

gelatina foi incubado na presença de EDTA (Fig. 7b) e PMSF (Fig. 7c), ambas 

as bandas proteolíticas foram inibidas principalmente por PMSF, sugerindo 

uma característica de serina protease. 

 Bacillus sp. P7 apresenta a produção de várias proteases extracelulares 

durante o crescimento em caldo farinha de pena (Giongo et al. 2007), e isso 

também é freqüentemente relatado por outros Bacillus sp. (Daroit et al. 2009; 
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Kobaiashy et al. 1996). Embora as bandas proteoliticas possam representar 

diferentes proteases, múltiplas formas eletroforéticas podem ser resultados de 

uma deaminação irreversível de resíduos de glutamina ou asparagina na 

proteína; ou de autoproteólise (Kobayashi et al. 1996). No entanto, a 

elucidação deste estudo necessita de futuras investigações. 

 

4.4 Cromatografia líquida de interação hidrofóbica 

Nesta etapa cromatográfica a enzima não apresentou em nenhuma 

fração coletada atividade queratinolitica, sendo uma etapa eliminada do 

trabalho. 

 

4.5 Temperatura e pH ótimos da enzima parcialmente purificada 

Todas as enzimas são sensíveis à concentração de H+ do meio, 

existindo uma zona de pH em que a atividade enzimática é máxima. Isso 

ocorre, porque como outras proteínas, as enzimas possuem grupos ionizáveis, 

pertencentes aos resíduos de aminoácidos da molécula, de forma que as 

alternâncias de pH podem mudar sua conformação, sua capacidade de união 

com o substrato e a atividade catalítica dos grupos que formam o sítio ativo. 

Em conseqüência disso pode haver uma troca na velocidade máxima de 

reação (Vmax), na afinidade da enzima pelo substrato (Km) ou na própria 

estabilidade da enzima, pois esta depende do tempo em que se mantém 

exposta ao pH desfavorável (Wiseman, 1991). 

A temperatura é uma variável crítica em alguns processos enzimáticos, 

produzindo simultaneamente efeitos opostos de aumento de reatividade 
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enzimática e inativação (Illanes et al., 2000). A variação da atividade 

enzimática em função da temperatura pode resultar no aumento da agitação 

das moléculas com elevação da temperatura, que aumenta a freqüência das  

colisões entre o substrato e a enzima e pode provocar a desnaturação da 

enzima, frente ao calor (Trevan et al., 1990; Scriban et al., 1985).  

Os efeitos de temperatura e pH na atividade da queratinase extracelular 

parcialmente purificada, foram avaliadas. A atividade máxima foi observada em 

pH 9,0 e a atividade relativa foi acima de 90% em pH 10-12 (Fig. 8), indicando 

um caráter predominantemente alcalino.  

Resultados similares foram relatados por, Kobayashi et al., (1995), onde 

as enzimas apresentaram pH ótimo na faixa de 11,0; Bernal et al., (2005), 

apresentou uma queratinase com pH ótimo em 10,0; Bhaskar et al., (2007), 

com uma protease parcialmente purificada com pH ótimo em 8,0 e Ogino et al., 

(2008), apresentou uma protease com pH ótimo alcalino. 

A temperatura ótima da atividade da enzima de Bacillus sp. P7 foi 55 °C, 

além dos quais houve um rápido declínio (Fig. 9). Em 45 e 50 °C, a enzima 

apresentou aproximadamente 90 % da atividade máxima. Queratinases 

microbianas normalmente têm condições favoráveis de temperatura no 

intervalo de 30-80 °C, (Gupta e Ramnani, 2006). Por exemplo, queratinase de  

Bacillus subtilis MTCC (9102) apresentou atividade máxima em 40 °C (Balaji et 

al., 2008); a ótima atividade do Bacillus subtilis KS-1 foi observada em 60 °C 

(Suh e Sotavento, 2001); queratinase de Streptomyces sp. O S.K1-02 mostrou 

a ótima atividade em 70 °C (Letourneau et al., 1998); e Microbacterium sp.  

kr10 apresentou a atividade máxima em 50 °C (Thys e Brandelli, 2006).  
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Figura 8: Efeito da variação do pH sobre a atividade da queratinase extracelular de 
Bacillus sp. P7 parcialmente purificada. 
 

 

 

 

 



 
 

47

0

20

40

60

80

100

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

A
tiv

id
ad

e 
re

la
tiv

a 
(%

)

 Figura 9: Efeito da variação da temperatura sobre a atividade da queratinase 
extracelular de Bacillus sp. P7 parcialmente purificada. 
 

4.6 Estabilidade Térmica  

A estabilidade térmica da queratinase parcialmente purificada foi 

avaliada incubando a enzima em diferentes temperaturas (entre 45 a 70 °C) 

durante 90 minutos, depois do qual o ensaio de atividade enzimática foi 

executado. Menos de 25 % da atividade inicial foram mantidas depois da pré-

incubação em 55, 60 e 65 °C; ao passo que completa inativação foi observada 

depois de 10 minuto em 70 °C (Fig. 9). A pré-incubação em 45 °C durante 10 e 

90 minutos resultou na atividade relativa de 85 % e 65 %, respectivamente; e 

em 50 °C, 78 % e 25 % da atividade inicial foi mantida depois de 10 e 90 

minutos da pré-incubação, respectivamente (Fig. 10). Outras queratinases 

como de Kocuria rosea permaneceu totalmente ativa depois de 1h de pré-

incubação em 10-60 °C, mostrando 40 % da atividade inicial depois de 1 h em 

90 °C (Bernal et al., 2006). Assim, os efeitos observados da temperatura na 
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atividade de enzima (Fig. 9) e estabilidade (Fig. 10), pode ser concluído que 

queratinase de Bacillus sp.  P7 possui baixa termotolerância e 

termoestabilidade. Essas são características desejáveis no controle eficiente da 

reatividade da enzima em processos que implicam hidrólise de proteína (Rao et 

al., 1998). Estas características vem ao encontro do crescente interesse pelo 

desenvolvimento de processos industriais com menor gasto energético por 

operar a temperaturas moderadas (Chauhan & Gupta 2002).  
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Figura 10: Estabilidade térmica da queratinase parcialmente purificada a 45 0C (■), 50 
0C (□), 55 0C (▲), 60 0C (∆), 65 0C (♦) e 70 0C (◊).  
 

4.7 Efeito de produtos químicos na atividade da enzima 

Estudos de efeitos de químicos sobre a atividade enzimática tornam-se 

importantes no reconhecimento das condições nas quais a atividade enzimática 
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apresenta-se máxima, visando otimizar o desempenho enzimático em 

processos específicos através da adição de compostos que estimulem a 

atividade enzimática, ou através da supressão de compostos que, presentes no 

meio reacional, possam afetar negativamente a hidrólise enzimática. 

 A atividade enzimática foi ligeiramente inibida pelo agente redutor β-

mercaptoethanol (tabela 5). Assim como a inibição provocada por Hg2+, este 

resultado pode indicar que grupos –SH não são essencial para a atividade 

catalítica, mas são necessários para a manutenção da estrutura tridimensional 

da enzima (Riffel et al., 2007; Daroit et al., 2008).  Esta resistência da enzima 

em relação ao β-mercaptoethanol é de interesse para fins industriais, para que 

a queratina possa ser enfraquecida pela disrupçao das pontes dissulfeto por 

agentes redutores sem que haja uma perda significante na atividade enzimática 

(Mitsuik et al., 2004). Os solventes orgânicos acetonitrila, DMSO e isopropanol, 

nas concentrações empregadas, não afetaram a atividade enzimática (tabela 

5). Similarmente, a adição de solventes orgânicos também não influenciou a 

atividade queratinolítica de Kocurea rósea (Bernal, et al., 2005) e Nocardiopsis 

sp. TOA-1 (Mitsuiki et al., 2004). Triton X-100, um detergente não-iônico, 

mostrou efeito negativo na atividade enzimática; enquanto que o SDS na 

concentração de 1% (m/v) estimulou a atividade da enzima (tabela 5). 

Contrariamente, SDS é apresentado como inibidor de algumas queratinases 

microbianas (Riffel et al., 2007; Tatineni et al., 2008). 
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Tabela 5: Efeito de vários reagentes na atividade queratinolítica 

Reagente Concentração 
Atividade      relativa 

(%) 

Controle           - 
              100,0 

 

SDS        0.5% (m/v)                  63,2 

           1% (m/v)                128,6 

Triton X-100         0.5% (v/v)                  83,9 

            1% (v/v)                  67,2 

β-mercaptoetanol            1 mM                  88,0 

            5 mM                  72,2 

Acetonitrila        0.5% (v/v)                  88,1 

          1% (v/v)                  92,3 

DMSO       0.5% (v/v)                103,9 

         1% (v/v)                    97,3 

Isopropanol      0.5% (v/v)                113,3 

        1% (v/v)                  92,5 

 

 

4.8 Efeito de sais na atividade da enzima parcialmente purificada 

O efeito de íons é muitas vezes variável, dependendo da enzima em 

estudo. Os íons Ca2+, Mg2+ e Sr2+ aumentaram a atividade de enzima em 

ambas as concentrações testadas (1 e 5 mM), ao passo que a inibição foi 

observada com os íons Hg2+, Cu2+, Co2+ e Zn2+.  
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Algumas proteases, como as proteases alcalinas, requerem íons 

metálicos divalentes como o Ca+2 , Mg+2 e Mn+2 ou a combinação desses 

cátions para à obtenção de uma maior atividade (Kumar & Takagi, 1999). 

Acredita-se que esses cátions protegem a enzima contra a desnaturação em 

função da temperatura, mantendo a atividade em altas temperaturas (Satoshi & 

Noriaki, 2004).  

 Os íons metálicos como Ca2+ e  Mg2+ podem estimular a atividade da 

enzima atuando como sal ou pontes de íon que estabilizam a enzima na sua 

conformação ativa, e poderiam proteger a enzima contra desnaturação térmica 

(Balaji et al., 2008; Sareen e Mishra, 2008).  

O efeito inibidor de Zn2+ é relatado em algumas metaloproteases, que 

resulta de pontes formadas entre o hidróxido de zinco (ZnOH) e íons de zinco 

catalíticos no sítio ativo (Riffel et al., 2007). O íon Hg2+ é reconhecido agente 

oxidante de grupos sulfidril (-SH), e a inibição provocada por este íon pode 

sugerir a presença de cisteina livres próximo ao sítio ativo (Thys e Brandelli, 

2006). Contudo, Hg2+ também poderia reagir com resíduos de triptofano e/ou 

agrupamentos carboxil em aminoácidos da enzima (Lusterio et al., 1992).  
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Tabela 6: Efeito de sais na atividade queratinolítica 

Sal      Concentração 
    Atividade 

Relativa (%)     

Controle     - 100,0 

 

CaCl2 1 mM 132,7 

 5 mM 133,7 

 

CoCl2 1 mM 66,8 

 5 mM 44,7 

 

CuSO4 1 mM 73,3 

 5 mM 22,7 

 

HgCl2 1 mM 47,7 

 5 mM 0 

 

MgSO4 1 mM 113,2 

 5 mM 113,8 

 

MnSO4 1 mM 94,4 

 5 mM 102,4 

 

SrCl2 1 mM 121,3 

 5 mM 129,9 

 

ZnSO4 1 mM 79,9 

 5 mM 18,9 
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4.9 Efeito de inibidores de protease na atividade queratinolitica 

Os inibidores de proteases possuem uma significante função na 

regulação da proteólise, sendo as proteases de origem endógena ou exógena. 

Eles permitem a regulação da taxa de proteólise na presença da enzima ativa 

(Cherqui et al., 2001).  

Os agentes inibidores de proteases são componentes que reduzem a 

medida da taxa de hidrólise de um dado substrato. Estes inibidores 

subdividem-se em duas classes: os de ligação irreversível, quando os 

inibidores se ligam irreversivelmente a enzima, modificando sua estrutura 

química e seu sítio de ação, e os de ligação reversível (Beynon, 1996). Esta 

última pode ser do tipo competitiva,sendo revertida com o aumento da 

concentração de substrato ou do tipo não competitiva, que não pode ser 

reduzida com o aumento do substrato, podendo ser diminuída através da 

redução da concentração de substrato utilizada (Wiseman, 1991). 

As queratinases são relatadas como sendo, principalmente, serina ou 

metaloproteases (Brandelli, 2008). Neste estudo, a atividade enzimática foi 

fortemente inibida por EDTA, um inibidor de metaloprotease, e PMSF, um 

inibidor de serina protease. Apesar disso, 1,10-fenantrolina afetou ligeiramente 

a atividade da enzima (tabela 7). Uma protease alcalina de Vibrio fluvialis 

linhagem VM10 foi inibida em 40% por 1,10-fenantrolina, 63-65% por PMSF e 

em 84% por EDTA (Venugopal & Saramma, 2006). Devido ao baixo efeito 

inibidor da fenantrolina, o qual é mais efetivo inibidor de metaloprotease que o 

EDTA e o efeito inibidor do PMSF, aqueles autores sugerem que a protease 

alcalina tenha um caráter serina protease (Venugopal & Saramma, 2006). Kim 
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et al., (2005) relata que uma endopeptidase de Bacillus cereus JH108 foi 

inibida por fenantrolina, EDTA e PMSF, indicando que a enzima apresentava 

um resíduo serina no seu sitio ativo,e por isso precisava de íons metalicos 

divalentes para sua atividade e/ou estabilidade. EDTA (5 mM) também foi 

relatado como inibidor de 70% de uma serina protease alcalina de Bacillus 

licheniformis NH1, demonstrando a importancia do íon Ca2+ na estabilização da 

enzima (El Hadjali et al., 2007). Queratinase de Streptomyces S7 foi inibida por 

EDTA (75%) e PMSF (66%) e estimulada por Ca2+, indicando ser uma serina-

metaloprotease (Tatineni et al., 2008). Assim, sugere-se que a queratinase 

parcialmente purificada de Bacillus sp. P7 possa apresentar um caráter serina-

metaloprotease, dependendo dos íons metálicos Ca2+ e Mg2+ para sua 

atividade ótima.  
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Tabela 7: Efeito de inibidores de protease na atividade queratinolitica 

Inibidor Concentração 
Atividade 

Relativa (%) 

Controle - 100,0 

EDTA 1 mM 18,7 

 5 mM 18,7 

1,10-

fenantrolina 
1 mM 81,2 

 5 mM 79,5 

PMSF 1 mM 28,4 

 5 mM 17,8 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

5. CONCLUSÕES 

 

Os resultados encontrados neste trabalho permitem as seguintes 

conclusões:  

• A bactéria Bacillus sp. P7 produz uma queratinase extracelular utilizando 

farinha de pena como substrato em cultivo submerso; 

• O processo de purificação parcial da queratinase, envolvendo a 

precipitação de proteínas do extrato bruto com sulfato de amônio 

seguida das etapas de cromatografia liquida de gel-filtração e de troca-

iônica, resultou na recuperação de 27% da atividade observada no 

extrato bruto, sedo alcançado um fator de purificação de 29,8 vezes; 

• A enzima parcialmente purificada apresentou atividade ótima em pH 9,0 

e temperatura de  55 0C 

• Os íons Ca2+, Mg2+ e Sr2+ estimularam a atividade da enzima 

parcialmente purificada, enquanto que os íons Hg2+, Cu2+, Zn2+ e Co2+  

reduziram sua atividade; 

• Os solventes e β-mercaptoetanol mostraram menor efeito na atividade 

da enzima; 

• Os resultados apresentados neste trabalho sugerem a utilização desta 

enzima na bioconversão de farinha de pena e na produção de 

hidrolisados protéicos. 
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APÊNDICE 

 

ÁGAR LEITE (AL) 

Componentes                                                                          g L-1 

Peptona de carne                                                                        5 

Extrato de levedura                                                                      3 

                 Agar                                                                                           12 

 Leite desnatado                                                                        100 

 Água destilada                                                                        1000 

 

 

Obs: Autoclavar por 15 min/121 0C 

Ajustar a pH desejado 
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BHI 

Componentes                                                                                Quantidades 

 BHI                                                                                                  37 g 

Água destilada                                                                                900 mL 

 

Obs: Autoclavar por 15 min/121 0C 

 

 

 

CALDO FARINHA DE PENA (CFP) E CALDO PENA (CP) 

 

Componentes                                                                                      g L-1                 

NaCl                                                                                               0,5 

K2HPO4                                                                                           0,3 

KH2 PO4                                                                                          0,4 

Farinha de pena e Penas                                                              10,0 

Água destilada                                                                              1000 

 

Obs: Autoclavar por 15 min/121 0C 

Ajustar a pH desejado 
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CALDO CABELO (CC) 

 

Componentes                                                                         g L-1                              

NaCl                                                                                             0,5 

K2HPO4                                                                                        0,3 

KH2 PO4                                                                                       0,4 

Cabelo                                                                                         10,0 

Água destilada                                                                             1000 

 

 

Obs: Autoclavar por 15 min/121 0C 

Ajustar a pH desejado 
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ÁGAR FARINHA DE PENA (AFP) 

 

Componentes                                                                         g L-1                              

NaCl                                                                                             0,5 

K2HPO4                                                                                        0,3 

KH2 PO4                                                                                       0,4 

Farinha de pena                                                                          10,0 

Ágar                                                                                            15,0 

Água destilada                                                                            1000 

 

 

Obs: Autoclavar por 15 min/121 0C 

Ajustar a pH desejado 
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COMPOSIÇÃO DOS COMPONENTES DO GEL DE COMPACTAÇÃO 4% 

 

Componentes                                                                                Quantidades 

0.5M tris HCl pH 6.8                                                                          1,25mL 

 

Acrilamida(30%)/bis(2,7%)                                                                          660μL 

 

SDS 10%                                                                                               50μL 

 

Água destilada                                                                                     3.05mL 

 

TEMED                                                                                                    5μL 

 

APS 10%                                                                                                25μL 
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COMPOSIÇÃO DOS COMPONENTES DO GEL DE RESOLUÇÃO 12% 

 

Componentes                                                                                Quantidades 

1,5M tris HCl pH 8.8                                                                            2,5mL 

 

Acrilamida(30%)/bis(2,7%)                                                                  4,0mL 

 

SDS 10%                                                                                             100μL 

 

Água destilada                                                                                   3.35mL 

 

TEMED                                                                                                  5μL 

 

APS 10%                                                                                              50μL 
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