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INFLUÊNCIA DO DILUENTE, TEMPO E SATURAÇÃO DE (NH4)2SO4 NA PURIFICAÇÃO DE QUERATINASE POR SISTEMA AQUOSO BIFÁSICO
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Resumo 

A biodegradação da queratina é restrita a certo número de micro-organismos, os quais são conhecidos como queratinolíticos. Dentre estes, destacam-se as bactérias do gênero Bacillus, onde as proteases específicas produzidas por estes são chamadas de queratinases. O uso do sistema aquoso bifásico (SAB) como método inicial de purificação é uma alternativa adequada devido ao seu baixo custo, quando comparado às técnicas cromatográficas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do diluente, do tempo e da saturação de sulfato de amônio ((NH4)2SO4) na segunda etapa de purificação de queratinase de Bacillus sp. P45 por SAB. A fase de topo contendo a enzima previamente purificada por SAB composto por 3% de PEG, 23% de fosfato de potássio e 8% de NaCl foi submetida a segunda etapa de purificação. Primeiramente, foi avaliado a influência do diluente da fase de topo (tampão Tris-HCl pH 7,0 100 mM e água) e do tempo (1 e 14 h) necessário para atingir o equilíbrio entre as fases, sendo a saturação de (NH4)2SO4 fixada em 80%. Fixada as melhores condições de tempo e diluente, a saturação de (NH4)2SO4 (60, 70, 80 e 90%) foi avaliada. A utilização do tampão Tris-HCl como diluente e do tempo de equilíbrio de 1 h apresentou maior fator de purificação (FP) e recuperação enzimática (Rec) na etapa, sendo estes de 1,6 vezes e 92%, respectivamente. O sistema composto por 60% de saturação de (NH4)2SO4 apresentou FP (etapa) na ordem de 1,8 vezes e Rec (etapa) de 100%, enquanto que o FP global e a Rec global foram de 5,6 vezes e 90%, respectivamente. Agradecimentos: FAPERGS, CNPq, FURG, PET-MEC/SeSu. 
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