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RESUMO 

 

A busca por novas enzimas é um desafio constante, principalmente devido à 

necessidade de desenvolvimento de condições de produção mais sustentáveis e 

financeiramente viáveis. Com o avanço da biotecnologia, pesquisas que objetivam a 

descoberta de enzimas microbianas têm sido desenvolvidas principalmente devido 

às condições favoráveis de produção em relação aos outros organismos. Enzimas 

que possuam alta especificidade e que possam ser usadas em pequenas 

quantidades são extremamente interessantes sob o ponto de vista biotecnológico. 

Os fungos filamentosos têm se destacado quanto à produção de enzimas de 

interesse industrial com destaque para as colagenases. Nesse contexto o fungo 

filamentoso Rhizopus microsporus (UCP1296) isolado do solo da Caatinga, foi 

selecionado para produção de colagenase. Nesse trabalho o sistema de 

fermentação submersa (FS) foi escolhido para obtenção do extrato bruto e o sistema 

duas fases aquosas (SDFA) como estratégia de purificação. Foi utilizado o meio 

cultura de gelatina para fermentação e com 120h a atividade colagenolítica obtida foi 

550 U/mL, biomassa de 0,42 g/L e atividade colagenolítica específica de 808,23 

U/mg. Um planejamento fatorial foi aplicado e um aumento de 32% foi registrado na 

produção enzimática, sendo equivalente a 727,50 U/mL de atividade colagenolítica. 

A purificação parcial por SDFA foi eficaz sendo os maiores valores de rendimento e 

coeficiente de partição obtidos com PEG 8000 g/mol a 12,5% (m/m) de 

concentração, pH= 8 e concentração de fosfato a 10,0% (m/m). Os parâmetros, pH e 

temperatura ótima e influência dos inibidores foram determinados para a 

caracterização da enzima purificada. Neste contexto, o pH  e temperatura ótimos 

foram 8,0 e 37 ºC. A enzima apresentou parcial inibição ao ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) e ao ácido iodo acético (IAA), desta forma, podendo ter porções 

de metalo e cisteíno proteases. Os resultados sugerem que a enzima produzida 

apresenta-se como um produto biotecnológico promissor com aplicabilidade em 

diversas áreas.  

 

Palavras-chave: Rhizopus microsporus, Enzima Colagenolítica, Colágeno, SDFA 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The search for new enzymes is a constant challenge, mainly due to the need to 

develop more sustainable and financially viable production conditions. With the 

advance of biotechnology, researches aiming the discovery of microbial enzymes 

have been developed mainly due to the favorable production conditions in relation to 

other organisms. Enzymes that have high specificity and can be used in small 

quantities are extremely interesting from a biotechnological point of view. 

Filamentous fungi have stood out in the production of enzymes of industrial interest, 

especially collagenases. In this context, the filamentous fungus Rhizopus 

microsporus (UCP1296) isolated from Caatinga soil was selected for collagenase 

production. In this work the submerged fermentation system (FS) was chosen to 

obtain the crude extract and the two aqueous phase system (SDFA) as a purification 

strategy. The gelatin culture medium was used for fermentation and with 120h the 

collagenolytic activity obtained was 550 U/mL, biomass of 0.42 g/L and specific 

collagenolytic activity of 808.23 U/mg. A factorial planning was applied and an 

increase of 32% was recorded in the enzymatic production, being equivalent to 

727.50 U/mL of collagenolytic activity. The partial purification by SDFA was effective 

with the highest values of yield and partition coefficient obtained with PEG 8000 

g/mol at 12.5% (w/w) concentration, pH= 8 and phosphate concentration at 10.0% 

(w/w). The parameters, optimum pH and temperature and influence of inhibitors were 

determined for the characterization of the purified enzyme. In this context, the 

optimum pH and temperature were 8.0 and 37 °C. The enzyme showed partial 

inhibition to ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and iodoacetic acid (IAA), thus, 

it may have portions of metallo and cysteine proteases. The results suggest that the 

enzyme produced presents itself as a promising biotechnological product with 

applicability in several areas.  

 

Keywords: Rhizopus microsporus, Collagenolytic Enzyme, Collagen, SDFA 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Proteases são enzimas altamente complexas que diferem entre si na 

especificidade do substrato, mecanismo catalítico e sítio ativo (SUMANTHA et 

al., 2006). As proteases possuem uma série de funções e várias aplicações 

biotecnológicas importantes (LIMA et al., 2009) e por estarem presentes em 

vários eventos biológicos, as proteases podem ser encontradas em inúmeros 

organismos (KERMASHA & ESKIN, 2021). Segundo Oliveira et al., (2017) o 

colágeno é a mais abundante proteína de mamíferos, representa cerca de 20-

30% do total de proteínas corporais e constitui o principal elemento estrutural 

de órgãos e tecidos de vertebrados, até o presente momento, foram 

identificados 29 tipos genéticos distintos de colágeno, muitos dos quais com 

características únicas e alguns com características inter-relacionadas; contudo, 

todos sendo formados por subunidades polipeptídicas designadas de cadeias.  

 Proteases que possuem capacidade de degradar o colágeno são 

conhecidas como colagenases. Enzimas com essa capacidade são difíceis de 

encontrar devido às características estruturais do colágeno que o tornam 

resistente à maioria das proteases comuns (WANDERLEY et al., 2017). 

Proteases colagenolíticas apresentam a capacidade de hidrolisar tanto 

colágeno nativo quanto desnaturado, e estão tornando-se cada vez mais 

importantes comercialmente (LIMA et al., 2009).  

 A clivagem do colágeno por colagenases leva a formação de peptídeos. 

―Peptídeos de colágeno‖ é o termo que designa os fragmentos formados a 

partir da hidrólise do colágeno (Lima et al., 2013). Colagenases podem ser 

oriundas de diversas fontes, sejam elas animais, vegetais ou microbianas (RAO 

et al., 1998). 

 Os fungos apresentam vantagens na produção dessa enzima, pois a 

mesma ocorre extracelularmente, o que torna particularmente mais fácil a sua 

recuperação após o processo da fermentação (SANDHYA et al., 2005). 

Acrescenta-se ainda a vantagem da produção não estar condicionada às 

questões sazonais e geográficas e pela possibilidade de uso de matérias-

primas pouco dispendiosas (ZIMMER et al., 2009). A busca por novas 

colagenases microbianas assim como metodologias economicamente mais 

viáveis de produção vêm aumentando ao longo dos anos, alguns autores 
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relatam que essa perspectiva representa, atualmente, uma das maiores dentro 

da indústria de enzimas (ABIDI et al., 2013; GRAMINHO et al., 2013). Sendo 

necessário o desenvolvimento e investimento em estudos que comprovem a 

aplicação de novas colagenases produzidas por microrganismos, uma vez que 

possuem vasto espectro de aplicação com alto potencial biotecnológico e valor 

comercial agregados, e poucos trabalhos publicados relatam a produção da 

colagenase por fungos (WANDERLEY et al., 2016).  

 A biotecnologia utiliza agentes biológicos para obter bens ou assegurar 

serviços por manipulação de microrganismos, plantas e animais para obtenção 

de processos e produtos de interesse como também melhorar a qualidade e 

minimizar os custos para obtenção de fontes alternativas de enzimas com 

propriedades colagenolíticas. Portanto, as enzimas colagenolíticas – que 

apresentam elevada atividade, especificidade e são estáveis, são as preferidas 

para a produção desses peptídeos visando aplicações industriais, com 

destaque para as áreas alimentícia e biomédica (TERUEL e SIMPSON, 1995; 

UESUGI et al., 2008; WATANABE, 2004; HAZAN et al., 2006). 

 O desenvolvimento industrial e tecnológico do país traz consigo um 

aumento de resíduos. O reaproveitamento tem sido incentivado, estando 

presente em várias políticas públicas. Produtos de inovação tecnológica são 

desejados à medida que possam contribuir para a redução e/ou reutilização de 

despejos, tornando o processo uma atividade eco sustentável, e que viabilize a 

diminuição de custos, como forma de agregar valor e alicerçar a produtividade. 

Resíduos sólidos agroindustriais representam fonte rica e potencial de 

biomoléculas proteicas ativas, as quais podem ser aplicadas em diversos 

processos (BEZERRA et al., 2006; KIM e MENDS, 2006), tais como na 

extração de colágeno (MUYONGA et al., 2004; VIDOTTI e GONÇALVES, 

2006), produção de óleo para a indústria farmacêutica e alimentícia humana 

(FELTES et al., 2010; LIMA, 2013), no processamento da carne, na produção 

de silagem (GODDARD e PERRET, 2005; FELTES et al., 2010; GOOSEN et 

al., 2014) e na produção de hidrolisado proteico (BEZERRA et al., 2006).  

Portanto, o presente trabalho teve como proposta produzir colagenase a 

partir do fungo filamentoso Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado do solo da 

Caatinga, estudar os parâmetros fermentativos para favorecer a produção 

enzimática através do planejamento estatístico, purificar e caracterizar a 
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enzima. Além de aplicar a colagenase na produção de peptídeos bioativos a 

partir do colágeno obtido de resíduos agroindustriais. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

 Desenvolver processos biotecnológicos para produzir e purificar 

colagenase do Rhizopus microsporus UCP 1296, avaliar os parâmetros 

relevantes para a otimização da produção através do planejamento fatorial.  

 

2.2 Específicos 

 

 Selecionar parâmetros fermentativos para a produção de colagenase 

pelo Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga pelo 

planejamento fatorial completo 24, avaliando a influência das variáveis: 

temperatura, pH inicial do meio de cultura, velocidade de agitação orbital 

e concentração do substrato; 

 

 Analizar a influência das variáveis: massa molar do Polietilenoglicol 

(PEG), Concentração do PEG, concentração de fosfato e pH sobre a 

extração da colagenase atraves do SDFA, utilizando um planejamento 

fatorial completo 24; 

 

 Estabelecer as melhores condições de purificação da colagenase 

utilizando o SDFA, após análise dos resultados do planejamento fatorial; 

 

 Analizar as variáveis de resposta: coeficiente de partição (K), 

recuperação em atividade (Y) e fator de purificação (FP) através do 

resultado do planejamento fatorial do Sistema Duas Fases Aquosas; 

 

 Caracterizar parcialmente a colagenase quanto aos aspectos físico-

químicos, tais como: temperatura ótima, pH ótimo, estabilidade ao pH e 

a temperatura e ação dos inibidores; 

 

 Isolar colágeno a partir dos resíduos agroindustriais e caracterizá-lo;  
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 Produzir peptídeos bioativos de colágeno a partir do colágeno isolado 

das fontes residuais, empregando colagenase produzida, avaliando as 

atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva e anti-

proliferativa dos peptídeos obtidos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Proteases 

 

 As proteases (peptidases, peptídeo-hidrolases ou proteinases) são 

enzimas hidrolíticas que clivam ligações peptídicas em proteínas e em seus 

fragmentos, a clivagem das ligações peptídicas leva à degradação dos 

substratos proteicos em seus aminoácidos constituintes, ou pode ser 

específica, levando à clivagem seletiva de proteínas para modificação e 

processamento pós-tradução. Essas enzimas são onipresentes na natureza e 

foram encontradas em todas as formas vivas, abrangendo os eucariotos, como 

plantas, animais, fungos, protistas, bem como os domínios procarióticos de 

bactérias. Até mesmo alguns vírus podem codificar suas próprias proteases.  

Proteases participam de vias metabólicas e de vias de sinalização 

celular. Muitos microrganismos secretam peptidases para o meio externo com 

o fim de degradar proteínas cujos produtos de hidrólise servem como fonte de 

carbono e de nitrogênio no metabolismo celular (VERMELHO et al., 2008; 

SOUZA et al., 2015; Bernardo et al., 2018). 

 Segundo Razzaq et al., (2019), proteases controlam a ativação, síntese 

e renovação de proteínas para regular os processos fisiológicos, por isso são 

vitais na disseminação de doenças infecciosas e, devido ao seu papel 

significativo no ciclo de vida, são essenciais para a descoberta de 

medicamentos. 

  Por conta das caracteristicas estruturais e funcionais, as proteases são 

capazes de realizar funções que podem variar entre a reciclagem de uma 

proteína intracelular para a digestão de um nutriente e a amplificação do 

sistema de cascata da resposta imunológica. A diversificação dos papéis 

biológicos é decorrente da evolução das inúmeras estruturas protéicas, que 

convergiram para locais ativos semelhantes e conseguem reconhecer 

substratos variados (Li et al., 2013). 

 As proteases estão envolvidas em vários aspectos fisiológicos e no  

desenvolvimento dos seres vivos, tais como degradação de proteínas 

defeituosas, iniciação da morte celular, modificação pós-traducional de 
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proteínas, processo inflamatório e coagulação do sangue (SOUZA et al., 

2015). As proteases não apenas desempenham um papel importante no 

funcionamento normal do corpo e na manutenção da homeostase, mas 

também desempenham um papel significativo em infecções, imunidade, 

inflamação e desenvolvimento de doenças como o câncer, onde atividades 

relacionadas a proteases modificadas foram identificacas como estimulantes de 

processos como crescimento descontrolado, angiogênese, metástase, evasão 

imunológica como tambem atividades cruciais na supressão do tumor (PATEL 

et al., 2018; DUDANI et al., 2018). 

  O desenvolvimento de novos métodos adequados para a produção em 

larga escala de peptídeos biologicamente ativos tem sido buscado ativamente 

na última década devido à sua natureza bioativa, bem como ao melhor 

entendimento de suas funções e propriedades biológicas (KUMAR & BHALLA, 

2005). 

 Biotecnologicamente, as proteases podem ser inseridas em diversas 

aplicações, o que tem estimulado a procura por novas fontes. Essas enzimas 

correspondem em média a 60% do total de enzimas utilizadas nas indústrias 

química, farmacêutica e alimentícia (KUMAR & BHALLA, 2005; SILVA et al., 

2009). A relevância desse grupo de enzimas, rico em diversidade estrutural e 

mecanismos de ação reflete-se na importância de suas aplicações nos 

processos industriais, como nas indústrias de alimentos, têxtil, farmacêutica, de 

couro e de detergentes (ZANPHORLIN et al., 2011). A ampla utilidade 

comercial e industrial das enzimas, em especial as proteases, torna necessária 

a otimização da sua  produção  e  condições  de  armazenagem  para  garantir  

a estabilidade da atividade enzimática (GIONGO, 2006). 

 

3.2 Classificação das Proteases 

 

 Enzimas são moléculas de caráter proteico, classificadas como 

biocatalisadoras com capacidade de acelerar e/ou retardar reações químicas 

específicas como também diminuir a energia de ativação para formação de um 

novo produto. A ação enzimática permite uma boa digestibilidade de diversos 

nutrientes, favorecendo assim o aproveitamento de substâncias como: fósforo, 

cálcio e aminoácidos, resultando numa melhor eficiência produtiva. Essas 
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reações que catalisam as enzimas podem ser divididas em seis classes 

distintas: oxidorredutases, transferases, hidrolases, lipases, isomerases e 

ligases (CAMPOS et al., 2017). 

 Segundo Vermelho et al., (2008), as proteases são classificadas de 

acordo com três critérios: tipo de reação catalisada; natureza química do sítio 

catalítico e, relação evolucionária em conformidade com a estrutura. De acordo 

com o Comitê Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) de 

classificação de enzimas, Enzyme Commission (EC), as peptidases pertencem 

à classe 3 (hidrolases) e subclasse 4 com cada enzima proteolítica atribuída 

um número exclusivo como EC 3.4.xx (CONTESINI et al., 2017), que ainda 

está dividida em dois grandes grupos: as exo e as endopeptidases ( 

Figura 2- Classificação das proteases). As exopeptidases clivam ligações 

peptídicas nas extremidades N ou C terminal das cadeias polipeptídicas e 

podem ser denominadas de aminopeptidases e carboxipeptidases, 

respectivamente. As endopeptidases atuam preferencialmente nas regiões 

internas das cadeias polipeptídicas, e as proximidades dos grupos N ou C 

terminais (NAVEED et al., 2021).  

                     

Figura 1 - Representação da atuação de endopeptidades e exopeotidases 

 

Fonte: Adaptado de Barrett, 1994. 

 

 As enzimas proteolíticas ainda podem ser identificadas conforme a 

massa molecular e propriedades elétricas (THYS, 2004). As proteases (EC 3.4) 

que pertencem à subclasse 3.4.21 (serinoproteases) possuem um resíduo de 

Ser no seu sítio ativo que é responsável pelo ataque nucleofílico das ligações 

peptídicas, são geralmente ativas em pH neutro e alcalino, com atividade ótima 
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do pH 7.0 a 11.0, enquanto nas que pertencem à 3.4.22 (cisteínoproteases) 

esse resíduo é Cys. As proteases que pertencem à 3.4.23 (asparticoproteases) 

dependem de um resíduo de Asp no seu sítio catalítico. Finalmente, as que 

pertencem à subclasse 3.4.24 (metaloproteases) dependem de um íon metálico 

(geralmente Zn2+) para exercerem sua função catalítica (ANTÃO, 2005). 

Levando em consideração as substâncias presentes em seu sítio ativo (local 

onde ocorre a reação enzimática), o MEROPS um banco de dados exclusivo 

de proteases classifica as proteases entre as famílias: aspártico (A), cisteína 

(C), glutâmico (G), metalo (M), asparagina (N), misto (P), serina (S), treonina 

(T) e desconhecido (U) (MEROPS, 2019; CONTESINI et al., 2017) (Figura 2). 

              

Figura 2- Classificação das proteases 

 

Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2008. 

 

 MEROPS é um banco de dados que fornece informações detalhadas e 

atualizadas sobre os diferentes tipos de proteases 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/). As enzimas são categorizadas principalmente 
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com base em suas relações filogenéticas e mecanismo de ação neste banco 

de dados (RAWLINGS et al., 2018). 

 Essa variação de especificidade das proteases se deve ao fato de que 

os sítios ativos das mesmas contêm um arranjo característico de resíduos de 

aminoácidos que definem a interação enzima/substrato. Outra relevante 

classificação das proteases é em relação ao pH, o intervalo de pH classifica as 

proteases de acordo com o intervalo no qual tem atividade mais elevada. São 

chamadas de ácidas as proteases com maior atividade em pH 2.0 a 6.0 e 

incluem, principalmente, as aspárticos-proteases, proteases neutras em pH 6.0 

a 8.0, sendo representadas, principalmente, pelas cisteíno-proteases, metalo-

proteases e algumas serino-proteases e proteases alcalinas apresentam alta 

atividade em pH 8.0 a 13.0 e são demonstradas pelas serino-proteases (RAO 

et al., 1998; SOUZA et al., 2015).   

O conhecimento dessas especificidades fornece informações que podem 

auxiliar na escolha de qual protease será utilizada para a quebra de 

determinado substrato ou determinar quais os produtos que serão liberados a 

partir da hidrólise, pois uma mesma fonte de proteína pode produzir diferentes 

hidrolisados usando-se proteases diferentes (TAVANO, 2013). 

 

3.3 Fontes de Proteases 

 

 O interesse e estudo de proteases são de fundamental importância, 

tanto pelas suas inúmeras aplicabilidades no mercado e movimentação 

econômica quanto pela sua relevância fisiológica (ROJAS et al., 2009). 

 A enorme diversidade de proteases, somada à especificidade de suas 

ações, atraiu a atenção mundial em tentativas de explorar suas aplicações 

fisiológicas e biotecnológicas (POLDERMANS, 1990; FOX et al., 1991). 

Proteases de interesse comercial podem ser obtidas de diversas fontes 

biológicas como animais, vegetais e microrganismos, onde proteases extraídas 

de fungos possuem vantagens em termos de produção, associadas ao cultivo 

contínuo e rápida taxa de crescimento e fácil disponibilidade desses 

microrganismos, o que industrialmente interessante (RANGEL-YAGUI et al., 

2004; SINGH et al., 2016).  
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A capacidade de produção de proteases por vegetais e animais, não é 

capaz de suportar a demanda industrial, papaína e bromelina são exemplos de 

proteases originadas de plantas. Entretanto, a produção a partir de plantas é 

um processo que demanda bastante tempo, além de vários fatores estarem 

envolvidos, como espaço de terra para cultivo e condições climáticas 

favoráveis ao crescimento. Já as proteases mais comuns obtidas de animais 

são: tripsina, quimiotripsina, pepsina e reninas. Contudo, esta produção 

depende da disponibilidade de animais, que por sua vez é governada por 

políticas públicas e agrícolas, por isso, nos últimos anos, houve um aumento de 

interesse sobre a produção de proteases a partir de microrganismos, como 

fonte alternativa. A protease microbiana tem como vantagem uma diversidade 

bioquímica e susceptibilidade para manipulação genética (RAO et al., 1998; 

PANDEY et al., 2006; CHANALIA et al., 2011 JISHA et al., 2013;). 

 Biotecnologicamente, as proteases microbianas possuem características 

mais desejadas em relação às outras fontes. Apresentam maior estabilidade e 

sua produção é mais fácil e segura, além de serem economicamente mais 

viáveis, com menor custo para a indústria. Acrescenta-se ainda a vantagem da 

produção não estar condicionada às questões sazonais e geográficas e pela 

possibilidade de uso de matérias-primas pouco dispendiosas (ZIMMER et al., 

2009). Dessa maneira, essas proteases são preferidas às enzimas de origem 

vegetal e animal (WISEMAN, 1985; RAO et al., 1998). 

Proteases oriundas de microrganismos são produzidas por manipulação 

de condições ambientais devidamente controladas e influenciada por 

componentes, especialmente de carbono e nitrogênio, fatores físicos como 

temperatura, pH, tempo de incubação, agitação e densidade do inóculo 

(QURESHI et al., 2011). 

 As proteases microbianas constituem um grupo muito grande e 

complexo de enzimas com propriedades diferentes de especificidade de 

substrato, sítio ativo, mecanismo catalítico, atividade de temperatura e perfis de 

estabilidade. Essa grande diversidade de proteases, em contraste com a 

especificidade da sua ação, tem atraído a atenção no mundo inteiro para 

exploração de suas aplicações fisiológicas e biotecnológicas (RAO et al., 

1998). Dentre os microrganismos produtores de proteases destacam-se os 

fungos filamentosos por serem capazes de crescer em substratos de baixo 
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custo e de fácil remoção celular quando comparado com bactérias, por 

exemplo, o que torna o processo mais econômico (SOUZA et al., 2015). 

 

3.4  Colagenases 

 

 A utilização de enzimas nos diversos setores industriais é cada vez 

maior. Essa extensa utilização ocorre devido a fatores como elevada 

especificidade de sua ação como biocatalizadores, porém as enzimas com o 

mesmo perfil de atuação sob o mesmo substrato, podem apresentar um bom 

funcionamento no pH, na temperatura e em diferentes concentrações iônicas 

(FRANÇA, 2021). 

Colagenases são proteases responsáveis pela manutenção de tecidos e 

órgãos, atuando especificamente na clivagem de colágeno nativo ou 

desnaturado (OLIVEIRA, 2017). A colagenase foi identificada pela primeira vez 

em 1962 e são as enzimas amplamente estudadas por serem capazes de 

degradar as quatro variedades de colágeno (I, II, III e IV) (ALIPOUR et al, 

2016). 

 A proteólise do colágeno é essencial para inúmeras funções fisiológicas, 

incluindo remodelação de tecidos, morfogênese e cicatrização de feridas (PAL 

& SURESH, 2016). 

 Segundo Zimmer et al., (2009), colagenases ou proteases 

colagenolíticas são enzimas que  hidrolisam as ligações peptídicas de diversos 

tipos de colágeno, que é a proteína mais abundante nos mamíferos. As 

colagenases podem ser classificadas em metaloproteinases de matriz (MMPs) 

e serino proteases. As metaloproteinases são endopeptidases dependentes da 

ligação com zinco para apresentarem suas atividades catalíticas. 

 Aproximadamente 200 tipos de enzimas microbianas são utilizadas 

comercialmente nas mais diversas aplicações. No entanto, apenas cerca de 20 

enzimas são produzidas em uma escala industrial (LIU & KOKARE, 2017). De 

acordo com Oliveira et al., (2017), colagenases de origem animal clivam o 

colágeno em sítios específicos, podem ser extraídas a partir de vários 

vertebrados, com destaque às vísceras de peixes.  Para Veloorvalappil et al., 

(2013), em vegetais a papaína é extraída do látex de Carica papaya, e a 

bromelina é extraída da haste e do suco de abacaxi. 
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 Uma característica importante é que colagenases microbianas são 

capazes de clivar múltiplos sítios ao longo da hélice do colágeno 

diferentemente de colagenases produzidas por outros organismos como 

mamíferos, por exemplo, que clivam a hélice do colágeno em um único ponto e 

por este motivo vem sendo largamente aplicadas na obtenção de peptídeos 

bioativos do colágeno (VILLEGAS et al., 2018). Como as proteases fúngicas 

são capazes de hidrolisar muitas outras proteínas além do próprio colágeno, a 

demanda de pesquisas por colagenases provenientes desses microrganismos 

tem se mostrado um ramo de alto interesse com alta aplicação e potencial 

biotecnológico (SHARKOVA et al., 2015). Razzaq e colaboradores (2019) 

destacam espécies do gênero Aspergillus, como A. candidus, A. flavus, A. 

fumigatus entre outros, e espécies de Cephalosporium e Chrysosporium são 

conhecidas como fontes de proteases fúngica. Wanderley et al., (2016) relatam 

a  produção de colagenase por fungos entre os gêneros Aspergillus, 

Cladosporium, Penicillium e Alternaria. Pereira e colaboradores (2020) 

identificaram o fungo Thermomucor indicae-seudaticae  como produtor de uma 

proteases aspárticas com atividade colagenolítica e Calim et al., (2019) 

relataram que o fungo Fusarium sp. também produziu queratinase, possuindo 

atividade colagenolítica. 

 As aplicações das colagenases microbianas são amplas e incluem áreas 

como as indústrias de alimentos, curtumes, carnes, cosméticos e produção de 

compostos farmacêuticos (PAL & SURESH, 2016) (Figura 3). Existe um 

interesse gradativo em encontrar novas linhagens microbianas capazes de 

produzir colagenases com novas propriedades para formulações de novos 

medicamentos para a indústria farmacêutica (BLIEVA et al, 2018).  Conforme 

Wanderley e colaboradores (2016), com os avanços das pesquisas médicas, 

aumentaram o interesse em pesquisas por novas fontes de colagenases ao 

longo dos anos. Muitos microrganismos ainda não foram estudados e utilizados 

como potenciais produtores de colagenase.  

Recentemente um artigo de revisão encontrou vinte e um trabalhos 

relacionados à produção de colagenases por fungos, destes quatro artigos 

foram publicados nos últimos cinco anos e apenas dois desses estudos 

relataram enzimas com alta especificidade ao colágeno. Entre os 

microrganismos estudados, Penicillium aurantiogriseum (231 U/mL) e 
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Rhizoctonia solani (212,3 U/mL) destacaram-se na atividade da colagenase 

produzindo enzima de forma extracelular em quantidades elevadas. O estudo 

enfatiza uma lacuna na literatura pela falta de pesquisa sobre a produção de 

colagenase por fungos e sua caracterização, o que impede um maior 

desenvolvimento na área e aumenta a necessidade de mais estudos 

(WANDERLEY et al., 2017). A humanidade conseguiu explorar apenas uma 

pequena parcela da população microbiana disponível para o seu próprio 

benefício (SINGH et al., 2018).  

Fungos filamentosos são mais estudados quando comparados aos 

outros tipos de fungos em relação à produção de colagenase, porém ainda 

existem muitas espécies com propriedades desconhecidas. O Rhizopus 

microsporus UCP 1296, por exemplo, nunca foi relatado na literatura científica 

com potencial produtor de colagenase. 

 

Figura 3. Aplicações das colagenases microbianas em diversos segmentos 

 

Fonte: Kumar et al., (2014) adaptado 
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  Os fungos apresentam grande diversidade de espécies e 

possuem características em comum que os distinguem dos demais reinos 

suscitando problemas de importância diversa em variados setores das 

atividades humanas, por isso a Micologia desdobrou-se em múltiplas 

especialidades com reflexos em vários ramos da biotecnologia, envolvendo 

produtos químicos e farmacêuticos, comestíveis, laticínios, bebidas alcoólicas 

de todos os tipos, devido, em grande parte, às propriedades fermentativas e 

enzimáticas (OLIVEIRA, 2014). 

 A descoberta de novos metabólitos ativos de origem microbiana é um 

desafio que pode trazer inúmeros benefícios. Os fungos são essenciais para a 

saúde e desenvolvimento em equilíbrio de muitos ecossistemas, sendo 

essenciais para a sustentabilidade e biodiversidade. Nessa perspectiva se faz 

necessário destacar a importância da biotecnologia para a obtenção de 

substâncias por meio da manipulação de fungos a fim de descobrir novas 

tecnologias para benefícios da saúde humana e equilíbrio ambiental (ABREU; 

RODOVIDA; PAMPHILE, 2015). 

 Os microrganismos representam os principais motores de ciclagem 

elementar no planeta e, portanto, têm um profundo impacto em substratos 

orgânicos e minerais (JUNIER & JOSEPH, 2017). Os microrganismos ainda 

são considerados ótimos agentes produtores de enzimas e metabólitos 

secundários e a seleção correta desses agentes produtores é um fator chave 

para sua produção em larga escala (GAUTAM & AZMI, 2017). Segundo ainda 

Abreu, Rodovida e Pamphile (2015), a partir do metabolismo fúngico, pode-se 

dispor de diversos compostos naturais apresentando atividades biológicas. O 

metabolismo dos fungos pode ser dividido em metabólitos primários que são 

pequenas moléculas produzidas ao longo do crescimento vegetativo e são 

usados em indústrias alimentícias e de ração, e metabólitos secundários que 

são sintetizados quando o crescimento microbiano está na fase estacionária. 

Estes são frequentemente bioativos  e apresentam grande importância à 

humanidade. Dentre todos os metabólitos que podem ser sintetizados pelos 

fungos, destacamos a produção de enzimas colagenolíticas. A obtenção de 

enzimas, proveniente de microrganismos, pode ser por meio de dois processos 

fermentativos. O primeiro tem a presença de água livre, e é denominado de 

fermentação submersa (FS), e o segundo é a fermentação em estado sólido 
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(FES) é definida como o crescimento de microrganismos em substratos sólidos, 

na ausência de água livre (ZUNIGA, et al., 2011).  

 Aproximadamente cerca de 90% dos processos fermentativos industriais 

são comumente concretizados por processos de fermentação submersa, 

produzindo em larga escala onde os fungos são crescidos num sistema líquido. 

Deste modo, pode-se controlar fatores como pH, temperatura e aeração, além 

de recuperar facilmente a enzima produzida extracelularmente (RODRIGUES; 

AMARAL et al., 2017). A Fermentação submersa é caracterizada como um 

processo fermentativo que ocorre na presença de grande volume de água, 

onde os nutrientes disponíveis apresentam-se dissolvidos no meio de produção 

(SINGHANIA et al., 2010). Os nutrientes neste tipo de bioprocesso como 

peptonas, açúcares e substâncias complexas (vitaminas e íons) são dissolvidos 

em água ou em soluções tampões. Essas fermentações devem ser mantidas 

em agitação constante para ideal aeração e disponibilidade de nutrientes 

(OLIVEIRA et al, 2012). 

 A fermentação submersa (FS) conta com equipamentos bem 

estruturados para sua realização além da vasta gama de pesquisa para o seu 

controle, a facilidade de controlar os parâmetros físico-químicos (pH, 

temperatura, porcentagem de oxigênio dissolvido no meio, concentração do 

produto e substrato) é o que tem levado a FS a se destacar em relação à 

produção em larga escala. Além disso, a FS possui melhor absorção de 

nutrientes e recuperação de metabólitos e redução da possibilidade de 

degradação do produto, principalmente enzimas de baixa termoestabilidade 

(CASTRO; PEREIRA JÚNIOR, 2010).  

 Bazarzhapov et al., (2006) alertam que fatores como temperatura, fonte 

de carbono e nitrogênio são essenciais para um melhor desenvolvimento de 

proteases a partir de fungos filamentosos, uma vez que muitas proteases só 

são produzidas com esses fatores presentes em meio de cultura. Fungos 

filamentosos podem se desenvolver em meio de cultura de baixo custo e 

mesmo assim produzir grandes quantidades de enzimas proteolíticas 

(HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). 

 Pode-se destacar também que amostras da FS são utilizadas para 

determinação das células viáveis e totais, e o sobrenadante é utilizado para a 

identificação da atividade enzimática. A determinação de biomassa e 



31 
 

consequente cinética de crescimento do microorganismo também é facilitada. 

Entretanto há uma maior facilidade de contaminação devido à alta atividade de 

água e consequente possibilidade de desenvolvimento de microorganismos 

indesejáveis como bactérias e leveduras (WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 

2011). 

 Os fungos filamentosos se destacam na produção de enzimas por 

fermentação submersa, devido à sua grande facilidade de cultivo, por 

secretarem suas enzimas diretamente no meio de produção, não sendo 

necessária, assim, a ruptura celular para sua liberação, facilitando desta forma 

também processos de purificação diminuindo as etapas no processo de 

obtenção dessas biomoléculas. Adicionalmente, apresentam elevados níveis 

de produção enzimática, com elevado potencial para inúmeras aplicações 

industriais (NASCIMENTO  et al., 2014; BATISTA et al., 2020). Muitos estudos 

da produção de protease por fungos filamentos tem obtido sucesso com o uso 

de resíduos agroindustriais (SOUZA et al., 2015).  

Pernambuco é um dos maiores produtores de aves e um dos mais 

expressivos no consumo da Região Nordeste. Concomitante a produção está a 

geração de resíduos, muitas vezes rejeitados inadequadamente e acarretando 

agravos ambiental. O reaproveitando desses resíduos tem sido motivo de 

preocupação constante e está presente em várias políticas públicas, além de 

ser de interesse eminente do empresariado localizado nas mesorregiões do 

estado.  

Produtos de inovação tecnológica são desejados à medida que possam 

contribuir para a redução e/ou reutilização desses despejos, tornado o 

processo uma atividade eco-sustentável, e que viabilize a diminuição de 

custos, como forma de agregar valor e alicerçar a produtividade. 

 

3.5 Rhizopus microsporus 

 

 Pesquisas relacionadas à descoberta e propriedades de enzimas de 

interesse industrial têm avançado constantemente, acerca de microrganismos 

não patogênicos, visto que eles são capazes de produzir diversos tipos de 

enzimas, como por exemplo, os fungos que são organismos unicelulares ou 

pluricelulares, eucariontes, heterotróficos, obtendo sua alimentação a partir de 
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matéria orgânica inanimada ou nutrindo – se como parasitas de hospedeiros 

vivos como em relação ao tamanho serem microscópicos ou macroscópicos. 

Podem se reproduzir de forma sexuada com gametas femininos e masculinos, 

ou por meio de esporos, flagelos ou não, sendo esses de forma assexuada.  

Os fungos podem ainda classificarem-se em  bolores (ou mofos), 

leveduras e cogumelos. Os bolores são filamentosos e pluricelulares e as 

leveduras se apresentam sob a forma unicelular.  Estes microrganismos 

influenciam a vida do homem participando de processos desejáveis ou 

prejudiciais (TORTORA et al., 2017). 

 Segundo Oliveira (2010), cerca de setenta mil espécies de fungos já 

foram descritas, estando dentre elas as causadoras de micoses em humanos, 

de doenças em plantas cultivadas e as de importância biotecnológica. Os 

fungos filamentosos são microrganismos que se destacam devido à sua grande 

facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio de 

produção, não sendo necessária, assim, a ruptura celular para sua liberação. 

Adicionalmente, apresentam elevados níveis de produção enzimática, com 

elevado potencial para inúmeras aplicações industriais (NASCIMENTO et al., 

2014).  

As enzimas produzidas pelos fungos possuem vantagens para a 

produção em larga escala, via fermentação, com potencial de aplicação na 

substituição de processos químicos convencionais e de interesse industrial 

(ORLANDELLI et al., 2012).  

 Entre os fungos filamentosos empregados na produção de enzimas 

estão os representantes do gênero Rhizopus. As espécies desse gênero são 

encontradas nos mais variados ambientes, como florestas, solos, frutas e 

vegetais deteriorados (ALEXOPOULOS, 1996). 
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Figura 4– Microscopia eletrônica do fungo filamentoso Rhizopus microsporus 

 

Fonte:https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-

gomycetu/seznam/rhizopus-microsporus-tiegh.-var/view. Acesso em: 20 de Dezembro, 2021 

 

 Fungos filamentosos morfologicamente são identificados como, não 

septados, com micélios cotonosos formando esporângióforos nos nódulos, 

onde se encontram os rizóides. Seus esporângios são, usualmente, grandes e 

negros e suas columelas são esféricas. A base dos esporângios tem a forma 

de taça. A reprodução sexuada requer dois talos de tipos diferentes que são 

designados com os sinais positivo (+) e negativo (-), substituindo os adjetivos 

macho e fêmea (CHEN et al., 2009). 

 O gênero Rhizopus compreende várias espécies, entre elas: Rhizopus 

arrhizus, Rhizopus azygosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus, 

Rhizopus schipperae e Rhizopus stolonifer em que apresentam algumas 

características morfológicas, como o comprimento dos rizóides e 

esporangioforos, o diâmetro dos esporângios, a forma da columela, o tamanho, 

a forma e a textura dos esporangiosporos que auxiliam na diferenciação das 

espécies do gênero (ALEXOPOULOS, 1996). 

 Rhizopus microsporus é um fungo de solo amplamente distribuído que 

pode causar mucormicose ou zigomicose em humanos imunocomprometidos e 

determinadas espécies são consideradas fitopatogênicas. É um dos poucos 

fungos que abrigam endossimbiontes bacterianas, possui quitina em sua 
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parede celular e apresenta amplo crescimento quando em condições 

favoráveis ao seu desenvolvimento (TRUFEM, 2000; PELE et al., 2018). 

 O Rhizopus microsporus é um fungo que pertence ao filo 

Glomeromycota que atualmente substitui o filo Zygomycota, à ordem 

Mucorales, família Mucoraceae, gênero, Rhizopus e espécie microsporus. Os 

Mucorales fazem parte de um grupo de fungos filamentosos que, apresentam 

parede celular constituída por quitina e quitosana, e micélio geralmente 

cenocítico, com septos apenas na delimitação dos órgãos de reprodução 

(PELE et al., 2018).  

A ordem Mucorales possui aproximadamente trezentas espécies, são 

fungos que colonizam rapidamente um substrato, crescem de forma 

exuberante, com micélio denso e conspícuo, podem atingir até três centímetros 

de altura (FAI et al., 2011).  A família Mucoraceae é a mais numerosa das 

famílias da ordem Mucorales, estando representada por vinte gêneros e cerca 

de cento e trinta espécies, que são caracterizadas pela formação de 

esporângios multi esporulados, com columela bem desenvolvida, podendo 

apresentar espinhos e outros tipos de projeções. Os representantes mais 

comuns pertencem aos gêneros Rhizopus, Actinomucor, Mucor, Rhizomucor e 

Zygorhynchus (PELE et al., 2018). 

 Segundo Domsch et al., (2007) e  Lima et al., (2016) a grande maioria 

dos táxons de mucorales degradam apenas fontes de carbonos de moléculas 

simples, como glicose, e a minoria são capazes de gradar substratos mais 

complexos como hemiceluloses, lipídeos e proteínas. Espécies desse grupo 

são caracterizadas como potencialmente ricas em biomassa em quantidades 

significativas de proteínas, lipídeos, aminoácidos, quitosana e quitina. Outra 

característica importante é a tolerância térmica que apresentam e à produção 

de enzimas como amilases e proteases, desta forma, são considerados como 

promissores nas indústrias de alimentos, farmacêutica e de biocombustíveis 

(LIMA et al., 2016; FERREIRA et al., 2013). Além de apresentarem grande 

importância ecológica, pois são decompositores de matéria orgânica no solo e 

outros substratos, que contribui para o ciclo de nutrientes e conservação de 

diversos ecossistemas (LIMA et al., 2018). 

 Dolatabadi et al., (2013) descreveram que o R. microsporus possui 

colônias inicialmente brancas que vão escurecendo tornando-se cinza escuro, 
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com reverso creme. Não exalam odor, exibem esporangióforos com cerca de 

600 μm de comprimento, lisos e com coloração marrom claro, crescendo em 

estolões sempre em oposição aos rizóides, solitários ou em grupos de 2 a 3, 

nunca septados. Possuem ainda rizóides simples pouco ramificados, com 

coloração amarronzada, esporângios globosos em média com 40–80 μm 

diâmetro, multiesporados com parede lisa, coloração preto ou marrom escuro, 

raramente apresentando colar, columelas em maioria globosas, com algumas 

subglobosas a cônicas de 25–65 μm de diâmetro, lisas, coloração marrom 

claro. Esporangiosporos 4–7 × 3–4.5 μm, levemente estriados, regular em 

forma e tamanho, ovoides a elipsoidal. Clamidosporos raramente observado. 

Espécie heterotálica porém o zigosporo não foi observado. Espécie termofílica, 

com ótimo crescimento de 30 a 36 ºC, com máximo crescimento a temperatura 

de 52 ºC. 

 Pesquisas com fungos Rhizopus sp.  demonstraram que espécies deste 

gênero são capazes de produzir diferentes tipos de compostos de enorme 

importância industrial, como enzimas (FREITAS et al., 2014). 

 

3.6 Extração e purificação parcial de proteases com propriedades 

colagenolíticas - Sistema Duas Fases Aquosas (SDFA) 

 

 A recuperação de biomoléculas faz parte da fase crítica do processo de 

produção. A purificação de um bioproduto voltado para o mercado industrial 

deve conter algumas características tais como: robustez, confiabilidade, 

facilidade no escalonamento do processo e na remoção de impurezas, 

velocidade de processo e alto rendimento de recuperação. (ROSA et al., 2011). 

 A extração líquido-líquido utilizando Sistemas de Duas Fases Aquosas 

(SDFA) é um dos processos mais promissores de biosseparação, que pode ser 

utilizada nas etapas iniciais do processo de purificação, em substituição às 

difíceis separações sólido-líquido, ou até mesmo em etapas de purificação 

subsequentes (ROSSO et al., 2012). Os SDFAs foram uma das alternativas em 

potencial para o emprego na indústria (PANDEY et al., 2006).  

O SDFA apresenta-se como um método eficiente e de baixo custo, 

constituído por duas fases polares imiscíveis que promovem a separação dos 

bioprodutos preservando suas principais características. Possui composição 
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próxima de 70 a 90% de água, por isso são apropriados para purificação de 

materiais biológicos, minimizando os riscos de desnaturação das biomoléculas 

(SILVA; LOH, 2006; MOURA et al., 2010).  

Diversos fatores como: constituição, tamanho e estrutura molecular do 

polímero; temperatura; natureza e tamanho da partícula alvo assim como, pH e 

natureza do eletrólito do sistema bifásico influenciam na separação de fases 

em SDFA e, consequentemente, o processo extrativo de um determinado 

biocomposto (ALBERTSSON, 1986; MONTERIO FILHO, 2010).  

 Entre os SDFA, os mais estudados são o sistema polímero-polímero 

(polipropileno glicol X maltodextrina) e os de polímero-sais (polietilenoglicol x 

sulfato de potássio) sempre dissolvidos em matriz aquosa. A utilização do 

polietilenoglicol (PEG) apresenta-se vantajosa devido ao baixo custo deste 

polímero (SILVA; LOH, 2006; MOURA et al., 2010). Na maioria dos SDFA 

constituídos por Polietilenoglicol/sal o produto de interesse é comumente 

particionado para a fase superior rica em PEG, enquanto que, os subprodutos 

são dispensados na fase inferior rica em sal (BARROS et al., 2009).  

 O sistema formado por polietilenoglicol (PEG) e fosfato foi relatado para 

extração de colagenase, uma vez que o PEG possui propriedades físicas 

favoráveis, como viscosidade e densidade entre as diferentes fases (LIMA et 

al., 2013; ROSSO et al., 2012). O processo SDFA proporciona facilidade como: 

aumento de escala, rápida transferência de massa, utiliza temperatura 

ambiente, baixo custo de material, alta seletividade, reciclagem dos regentes, 

as enzimas permanecerem estáveis no sistema devido à alta concentração de 

água e reagente não desnaturante (CAVALCANTI et al., 2006; FERREIRA et 

al., 2009; MOURA et al., 2010). As vantagens desses sistemas incluem 

também, o tempo de processamento e baixa energia de consumo (YAVARI et 

al., 2013). 

  Asenjo e Andrews (2011) descrevem que o sistema bifásico tem sido 

utilizado com eficácia no desenvolvimento de bioprocessos para a recuperação 

e purificação de vários produtos biológicos como proteínas, material genético, 

bionanopartículas, células e organelas. 
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Figura 5. Esquema do sistema de duas fases aquosas (SDFA) PEG/Sal. 

  

Fonte: a autora, 2022  
 
      

3.7 Colágeno 

 

 O colágeno é a proteína mais abundante do corpo humano, ocupa cerca 

de 30% do peso corporal. Existem mais 20 tipos diferentes e cada um desses 

colágenos formam fibras: ou colágena ou reticular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 

2017). O colágeno aparece em diversas formas, principalmente no tecido 

conjuntivo. A combinação de aminoácidos é pouco comum: um terço dos 

aminoácidos é representado pela glicina (Gly), cerca de 10% prolina (Pro), 

hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl) (KOOLMAN; RÖHM, 2005). O colágeno 

ainda pode ser definido como uma glicoproteína da matriz extracelular, 

composta de três cadeias polipeptídicas (denominadas cadeias ∞) enroladas 

em uma configuração helicoidal (ROSS & PAWLINA, 2017). 

Figura 6. Estrutura molecular do colágeno 

 

Fonte: Adaptado SIONKOWSKA, 2004. 
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 Foram relatados pelo menos 29 tipos diferentes de colágeno, que são 

classificados de acordo com sua estrutura em: estriado (fibroso), não fibroso 

(formador de rede), microfibrilar (filamentoso) e associado às fibrilas 

(DAMODARAN et al., 2010). De acordo com Goldberg e Rabinovitch (1981), a 

molécula de colágeno mede cerca de 300nm de comprimento e 1,5nm de 

diâmetro, e ela se associa lateralmente a outra molécula com um deslocamento 

de 67nm, quase ¼ da molécula. Entre moléculas sucessivas, o intervalo é de 

40nm. A associação das moléculas de colágeno em fibrilas é estabilizada por 

ligações covalentes entre os resíduos de lisina e hidroxilisina, após a 

desaminação oxidativa pela lisiloxidase.  

Uma típica molécula de colágeno é longa, com estrutura rígida, em que 

três cadeias polipeptídicas (referidas como ‗‘cadeias α‘‘) estão torcidas, uma 

em volta da outra, de forma semelhante a uma corda de tripla hélice. Apesar de 

serem encontradas em todo o corpo, seus tipos e sua organização são 

determinados pelo papel estrutural que o colágeno desempenha em cada 

órgão específico (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009), onde cada cadeia 

polipeptídica possui aproximadamente 1038 resíduos de aminoácidos (SENA, 

2004). 

 As fibras colágenas foram assim denominadas porque da sua cocção foi 

obtida uma gelatina usada como cola (do grego kolla, cola; gennaein, gerar), 

são constituídas pelo primeiro colágeno identificado: o colágeno do tipo I 

(GENESER et al., 2015).  Segundo Franzen e colaboradores, (2013) o 

colágeno do tipo I é o mais abundante constituindo cerca de 80% do colágeno 

do organismo. É o tipo de colágeno mais desejado pelas indústrias devido às 

suas propriedades físico-químicas e mecânicas, tornando-se alvo para a 

produção de biomateriais para uso na engenharia de tecidos e de alimentos 

(OLIVEIRA et al.,  2017).  

 Algumas estruturas como tendões e pele de animais, principalmente  

suinos e bovinos, tem sido as principais fontes de colágeno utilizadas para as 

aplicações industriais. Porém, devido aos riscos de envolvidos na transmissão 

de doenças como: encefalopatia espongiforme bovina, encefalopatia 

espongiforme transmissível e febre aftosa e a existência de barreiras religiosas 

envolvidas no consumo de produtos de origem bovina ou suína, a busca por 
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novas fontes de colágeno é constante e necessária com o intuito de suprir a 

decorrente valorização dos subprodutos industriais do colágeno (VEERURAJ; 

ARUMUGAM; BALASUBRAMANIAN, 2013). 

 

3.8 Aplicações do Colágeno 

 

 A utilização do colágeno e seus peptídeos como biomateriais, bem como 

suas aplicações comerciais, têm aumentado cada vez mais. Produtos naturais 

com múltiplas funções, como o colágeno e seus peptídeos, atraem interesse e 

necessidade de estudos voltados a seus desenvolvimentos (WATANABE, 

2004). A capacidade de automontagem é propriedade intrínseca do colágeno 

tipo I em formar espontaneamente fibrilas in vitro, semelhantes às observadas 

em experimentos in vivo, facilita a aplicação em diferentes setores da indústria 

justificando assim o alto interesse na sua comercialização (ZOU et al., 2016) 

 O colágeno apresenta inúmeras aplicações na indústria farmacêutica, 

cosmética, e fotográfica e na área de alimentos, recentemente, aumentaram as 

aplicações de colágeno como emulsificante, agente de liga, estabilizante, 

encapsulamento de microrganismos e formação de biofilmes (KIM & MENDIS, 

2006; GOMÉZ-GUILLÉN et al., 2011). Na indústria de alimentos o uso da 

gelatina é baseado, principalmente, em suas propriedades de formação visco-

elásticas e de gel. Recentemente, novas aplicações têm sido encontradas em 

produtos emulsionados, como agente espumante, material para embalagens 

biodegradáveis e como agente de encapsulamento, nestes últimos, visando à 

substituição de materiais sintéticos por materiais naturais (GÓMEZ-GUILLÉN et 

al., 2011). A participação do colágeno nas formulações de produtos cárneos, 

além de melhorar a elasticidade, a consistência e a estabilidade, mostra-se 

como uma alternativa para o aumento do consumo de colágeno pelo 

consumidor, estimulando a indústria a desenvolver e ofertar produtos 

funcionais (PRESTES, 2013). 

 A hidrólise enzimática do colágeno e seus subprodutos indicam a 

capacidade de obter atividades bioativas, tais como, agentes antimicrobianos, 

antioxidantes e anti-hipertensivos (MONTERO et al., 2011).  

 O colágeno contribui ainda na consistência, estabilidade e a qualidade 

dos alimentos e bebidas, aumentando o seu valor nutricional e monetário, 
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como por exemplo, a produção de peptídeos bioativos de colágeno de peixes 

para elaboração de bebidas probióticas (HASHIM et al., 2015). A ingestão de 

colágeno pode evitar doenças cardiovasculares, melhorar a firmeza da pele, 

proteger contra danos nas articulações, ajudar no tratamento contra 

osteoporose, prevenir o envelhecimento e ser anti-hipertensivo (PORFÍRIO, 

2016). 

 Outras características que tornam o colágeno um substrato de interesse 

para o uso nas indústrias médica, coméstica e alimentícia, são: 

biodegradabilidade, baixa resposta imunológica e toxicidade e a facilidade de 

produção em larga escala (GELSE; PÖSCHL; AIGNER, 2003). Estudos 

também relatam que a utilização dos peptídeos de colágeno com propriedades 

biológicas é umas das aplicações promissoras deste substrato (GÓMEZ-

GUILLÉN et al., 2011). Lima et al., (2014) obtiveram peptídeos bioativos do 

colágeno, com propriedades anti-oxidante e antimicrobianas, e sugeriram a 

utilização dos hidrolisados de colágeno na indústria alimentícia, com o objetivo 

de aumentar a vida dos produtos, além do desenvolvimento de alimentos 

funcionais.  

 

3.9 Produção de peptídeos bioativos do colágeno 

 

 A hidrólise enzimática do colágeno é um importante bioprocesso para 

melhorar as propriedades físicas, químicas, funcionais e nutricionais de 

proteínas nativas. É também um método eficaz para produzir peptídeos 

biologicamente ativos, que possuem muitas propriedades benéficas para a 

saúde, incluindo ligação mineral, atividade opióide, promotor de crescimento 

para bifidobactérias, regulação da pressão sanguínea ou do sistema 

imunológico (BHAT, KUMAR e BHAT, 2017; SARBON, BADII e HOWELL, 

2018). A enzima comumente utilizada para essa clivagem é classificada como 

uma metaloprotease, a colagenase, por ser capaz de clivar a tripla hélice que 

forma a proteína (LIN et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). 

 Os peptídeos podem ser ainda fracionados com técnicas baseadas em 

diferentes propriedades físico-químicas, tais como massa molecular, 

hidrofobicidade ou carga; tendo sido avaliados quanto ao seu potencial 

biológico usando uma ampla gama de bioensaios in vitro envolvendo células 
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cultivadas em cultura juntamente com reações químicas ou enzimáticas 

específicas. Quando uma fração com potencial bioativa é obtida, esta pode 

ainda ser caracterizada por identificação das sequências peptídicas nela 

contidas. Isso geralmente envolve a utilização de técnicas de separação por 

cromatografia ou eletroforese capilar (CE) acoplada à espectrometria de massa 

(MS). Esses bioensaios baseiam-se essencialmente nos mesmos protocolos 

usados rotineiramente na descoberta de medicamentos (NONGONIERMA e 

FITZGERALD, 2017). 

 Os fragmentos peptídicos podem apresentar funções biológicas de 

interesse médico veterinário, podendo funcionar como hormônios e agentes 

imunomoduladores, através de interações com citocinas, receptores e 

proteínas sinalizadoras. Ainda, tem atraído atenção significante com a recente 

descoberta de sua atividade inibidora ou antagonista de sistemas de interação 

proteica. Dentre as mais variadas aplicabilidades biológicas dos peptídeos 

produzidos, destacam-se: atividade antioxidante, proteção da pele, efeitos 

neuroprotetores, anti-hipertensiva, antimicrobiana, antitumoral e a promotora da 

cicatrização tecidual (JEEVITHAN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017, 2019). 

 A oxidação de biomoléculas tem sido identificada como um processo 

mediado por radicais livres, o que resulta em numerosos impactos 

desfavoráveis nos sistemas alimentares e biológicos. Em organismos 

aeróbicos, espécies reativos de oxigênio (ROS), incluindo radical ânion 

superóxido, radical hidroxila, peróxido de hidrogênio, singleto oxigênio, e ácido 

hipocloroso, são produzidos dentro da célula sob condições fisiológicas e 

patológicas (BHAT, KUMAR e BHAT, 2017; LI et al., 2013; SARBON, BADII e 

HOWELL, 2018; WANG et al., 2013). Eles estão associados à etiologia de 

várias doenças degenerativas, como distúrbios cardiovasculares, diabetes, 

neurodegenerações, câncer e envelhecimento em geral. Assim, os esforços de 

pesquisa têm se concentrado no uso de antioxidantes para a prevenção e 

tratamento de tais condições (FONTOURA et al., 2018).  

Os peptídeos derivados do colágeno provenientes dos subprodutos do 

processamento de aves servem como antioxidantes eficazes. A atividade de 

eliminação de radicais é devida principalmente à alta presença de prolina (Pro) 

e glicina (Gly) dentro de sua sequência de aminoácidos que desempenham um 
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importante papel na doação de prótons a radicais deficientes em elétrons 

(FONTOURA et al., 2018; SUN et al., 2016). 

 Estudos em humanos e animais demonstraram que a ingestão de 

peptídeos de colágeno de baixo peso molecular (geralmente, entre 2 kDa e 6 

kDa) pode melhorar as condições subjetivas e objetivas da pele e atenuar os 

danos induzidos pela radiação UV na pele. A eficácia dos peptídeos de 

colágeno depende do histórico dos sujeitos e das condições ambientais. Vários 

estudos in vitro demonstraram que o peptídeo Pro-Hyp exerce atividades 

biológicas significativas em fibroblastos e queratinócitos. Estes efeitos podem 

estar associados aos benefícios causados pela ingestão de peptídeos de 

colágeno. Os efeitos do Pro-Hyp nos fibroblastos que migram da pele são 

diferentes daqueles sobre os fibroblastos em linhas celulares (BENAYAHU et 

al., 2018; SATO, 2018). 

 Peptídeos bioativos derivados de subprodutos alimentícios são 

componentes promissores para a prevenção e tratamento de doenças 

cardiovasculares, incluindo a hipertensão (GALLEGO, MORA e TOLDRÁ, 

2018). A hipertensão é um distúrbio resultante de uma interação de fatores 

genéticos e ambientais e é reconhecido como um alvo-chave para controlar a 

mortalidade relacionada à doença cardiovascular. Nos últimos anos, tem 

havido um crescente interesse na busca de peptídeos bioativos com atividade 

anti-hipertensiva a partir de microalgas. Os efeitos desses peptídeos bioativos 

são devidos principalmente à inibição da enzima conversora da angiotensina I 

(ECA I) no sistema renina-angiotensina aldosterona.  

A ECA é uma metaloprotease de zinco ligada à membrana que catalisa 

a clivagem proteolítica de um dipeptideo do terminal carboxila em 

Angiotensina-I para formar angiotensina-II (GIORDANO et al., 2018). Os 

medicamentos inibidores da ECA, como o captopril, o lisinopril e o enalapril, 

comprovadamente bem sucedido no tratamento da hipertensão. Entretanto, o 

uso de drogas anti-hipertensivas sintéticas está associado a vários efeitos 

colaterais, como secura, tosse, irritação da pele, angioedema e dor de cabeça. 

Os peptídeos inibidores da ECA mais potentes contêm Hyp-GlyPro, já tendo 

sido obtidos da hidrólise de colágeno proveniente de organismos aquáticos, 

representando uma alternativa aos anti-hipertensivos (FELICIAN et al., 2018). 
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 Os problemas crescentes da resistência múltipla a drogas e os riscos 

potenciais para a saúde de antimicrobianos e conservantes químicos para 

alimentos levou a uma busca por fontes baseadas na natureza de peptídeos 

antimicrobianos. Sendo os organismos aquáticos uma das fontes alternativas, 

os peptídeos antibacterianos foram isolados e caracterizados a partir de peixes 

e vários taxa de invertebrados marinhos, incluindo esponjas, cnidários, 

artrópodes e moluscos. Peptídeos com função antimicrobiana oriundos de 

organismos aquáticos constituem uma nova geração de antibióticos, tendo sido 

relatado ação contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Esses 

peptídeos possuem porções catiônicas, que facilitam sua interação com 

membranas de patógenos microbianos (FELICIAN et al., 2018). 

 A capacidade dos peptídeos para resistir em várias condições 

gastrointestinais e térmicas pode ser útil para a sua aplicação como 

ingredientes para o desenvolvimento de alimentos funcionais e aplicações 

nutracêuticas (SINGH e VIJ, 2018). O tempo e a temperatura afetam 

grandemente a extensão da desnaturação da proteína que ocorre e a 

acessibilidade das enzimas gastrointestinais para decompor a biomolécula em 

peptídeos bioativos variados (SANGSAWAD; ROYTRAKUL; 

YONGSAWATDIGUL, 2017). Alguns peptídeos podem influenciar funções 

cerebrais superiores, como aprendizado e memória, em humanos e animais. 

Dipeptídeos e tripeptídeos podem atravessar a parede intestinal e entrar 

diretamente na corrente sanguínea, podendo atingir os órgãos-alvo para 

exercer os seus efeitos neuroprotetores (XU et al., 2015). 

 O uso de peptídeos bioativos em nanocápsulas deve ser desenvolvido 

de acordo com a necessidade da liberação da droga necessária para cada 

patogenia. Existem diferentes tipos de nanopartículas (NPs) sintetizadas de 

várias formas, como lipossomas, nanoesferas, dendrímeros, hidrogéis e 

nanoemulsões. Tais formas podem tratar retinopatias, degenerações da retina 

e doenças inflamatórias. Além de penetrar, as NPs devem manter a 

bioavaliabilidade e biodistribuição que as drogas já possuem. Dessa forma, as 

NPs vão promover e aumentar a penetração, o alcance do alvo e a liberação 

controlada das drogas (ADIJANTO; NAASH, 2015; CHENG et al., 2016; GAO 

et al., 2016; JEONG et al., 2016; MAJZOUB; EWERT; SAFINYA, 2016; 

MANDAL et al., 2014; MITRA et al., 2016).  
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Embora o invólucro de polímero esteja sendo usado para envolver uma 

droga dentro da nanocápsula, uma droga é uniformemente distribuída dentro 

do polímero na nanoesfera, na qual, em comparação com a nanocápsula, 

causa menos danos e irritação ao tecido (KAMALEDDIN, 2017). Um dos 

materiais mais utilizados em distribuição de drogas utilizando NPs é a 

quitosana, devido às seguintes propriedades: biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e habilidade de ligação com compostos orgânicos, além de 

susceptibilidade à hidrólise enzimática e atividade fisiológica intrínseca. O 

método de gelificação iônica pode ser utilizado para síntese das NPs de 

quitosana por ser de baixo custo, utilizar água como base de solução, 

apresentar alta estabilidade das partículas sintetizadas e utilizar condições 

brandas de reação (ANANDHAKUMAR et al., 2017). 

 Nessa pesquisa produzimos peptídeos bioativos do colágeno isolados a 

partir de resíduos sólidos de aves, que sofreu hidrólise enzimática pela 

colagenase. Posteriormente houve a investigação das bioatividades desses 

peptídeos in vitro. 

Figura 7. Peptídeos bioativos de colágeno 

 

Fonte: Adaptado de Bhagwat e Dandge, 2018. 

 

3.10 Caatinga 

 

 A Caatinga é um bioma com caraterísticas peculiares, fazendo-se 

presente apenas no território brasileiro, com uma área de cerca de 844.453 
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km², o que equivale a cerca de 11% do território nacional. É considerada uma 

das maiores regiões de floresta seca do mundo, onde seu patrimônio biológico 

não pode ser encontrado em qualquer outro lugar do planeta, com muitas 

espécies de microrganismos, plantas e animais adaptados exclusivamente para 

a vida nesta região semiárida (SILVA et al., 2020; DA ROCHA et al., 2019; 

IBGE, 2015; DRECHSLER-SANTOS et al., 2010).  

 De acordo com dados do Ministério do Meio Ambiente, o bioma Caatinga 

contempla os estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, 

Paraíba, Rio Grande do Norte, Piauí, Sergipe e o norte de Minas Gerais, 

obtendo assim a maior parte da riqueza biológica exclusiva da região Nordeste 

(BRASIL, 2016). 

Sampaio (1995) descreve que a Caatinga corre em uma região semiárida 

definida por uma baixa pluviosidade (300 – 1000 mm.ano) e uma alta 

sazonalidade, estando as chuvas concentradas em poucos meses e de 

maneira pouco previsível. O clima da Caatinga é caracterizado por apresentar 

dois períodos bem distintos: um período chuvoso, denominado de ―inverno‖, 

que geralmente dura de três a cinco meses, dependendo da região e, um 

período de estiagem, ―verão‖, com duração de sete a nove meses (BARBOSA, 

2003). 

 Os microrganismos endêmicos deste ecossistema se apresentam uma 

fonte valiosa de biomoléculas com atividades biológicas potencialmente 

inovadoras; variações extremas em temperatura, umidade e alta salinidade do 

solo, acompanhado por baixos níveis de nutrientes e altas irradiações UV, 

fazem com que os microrganismos desenvolvam a capacidade genética de se 

adaptar metabolicamente para sobreviver. Cepas microbianas descendentes 

das características acima relatadas têm uma influência importante na produção 

industrial biotecnológica, incluindo fatores como tipo e concentração de fontes 

de carbono e nitrogênio, pH, aeração, temperatura, tempo de fermentação, 

maior rendimento e viabilidade econômica (DA ROCHA et al., 2019). 

 Para Silva e colaboradores (1993) e Duque (1980), os solos da região da 

Caatinga têm a maior variabilidade do país, estes são originários de duas 

formações geológicas principais, a formação sedimentar que predomina na 

porção oeste e a cristalina, na porção leste e que ainda os solos deste bioma 

são geralmente pouco profundos, de baixa permeabilidade, baixo teor de 
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matéria orgânica, mas relativamente ricos em bases trocáveis e que por 

receberem naturalmente na maioria dos meses do ano excesso de calor e luz, 

desencadeiam uma rápida mineralização da matéria orgânica. A fertilidade 

baseia-se na sua alcalinidade e riqueza em bases. Portanto, os métodos de 

exploração destes solos deveriam estar fundamentados no menor distúrbio 

possível do meio biológico.  

 Plante et al., (2014) indicam  que existam cerca de 250.000 espécies de 

plantas, mais de 300 milhões de espécies de insetos, 1,5 milhão 

microrganismos, entre estes os fungos. Estas espécies coexistem interagindo 

entre si e com o ambiente e que inúmeros compostos naturais inexplorados 

presentes em plantas e microrganismos ainda não foram catalogados nem 

conhecidos em suas propriedades. Por outro lado, várias linhagens de 

microrganismos presentes no solo da Caatinga já foram identificadas, entre 

elas o R. microsporus.  

 Por ser um bioma que ainda tem muito a ser estudado, sabe-se pouco 

sobre esses microrganismos adaptados às condições extremas por serem 

submetidos a variações de fatores de origem química e física. Essas condições 

permitem que os microrganismos isolados do solo tenham características 

atípicas valiosas para pesquisas que permitam descobrir características 

bioquímicas e biológicas. Os fungos da caatinga que já foram estudados têm 

papel reconhecido na produção de medicamentos, bebidas e alimentos, como 

a penicilina, cerveja e queijo (SILVA et al., 2020; SIMÕES et al., 2019). 

 Devido a sua característica heterotrófica os fungos filamentosos 

possuem a capacidade de produzir extracelularmente diferentes tipos de 

enzimas. Ganham destaque como microrganismos de uso industrial por serem 

capazes de crescer em substratos de baixo custo e de fácil remoção celular 

quando comparado com bactérias. Das enzimas produzidas por fungos 

podemos destacar glucoamilase, celulase, lipase, lacase, catalase e protease. 

Entretanto, da diversidade de fungos filamentosos encontrados na natureza, 

poucas espécies são exploradas comercialmente como fonte produtora de 

enzima. O gênero Aspergillus domina o mercado mundial com representantes 

das espécies A. niger e A. oryzae (ZAFERANLOO et al., 2014; SOUZA et al., 

2015; KOVAČEC et al., 2016; MANDUJANO-GONZÁLEZ et al., 2016). 
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 Na última década, muitos avanços aconteceram em relação ao 

conhecimento da Caatinga por meio de pesquisas em diversas áreas, porém, 

ainda existe muito a ser pesquisado para o desenvolvimento e bioconservação 

do Bioma como também para aproveitamento de recursos biológicos como 

produção de enzimas comercialmente viáveis, aplicáveis a diversos segmentos 

industriais que promovam o desenvolvimento das cidades e consequentemente 

traga melhoria da qualidade de vida da população. 

 

Figura 8- Paisagem do Bioma Caatinga 

 

Fonte: http://www.comunidadebancodoplaneta.com.br/profiles/blogs/fundo-financiaprojetos-de. 
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Resumo 

 

O presente trabalho teve como objetivo estudar o fungo Rhizopus microsporus 

UCP 1296 isolado do solo da Caatinga enfatizando o desenvolvimento e 

aplicação de processos biotecnológicos para produção de uma nova 

colagenase. Para tanto, parâmetros fermentativos significantes como: 

temperatura, pH, meio de cultura e tempo de fermentação foram avaliados. 

Amostras do microrganismo foram mantidas a 4 °C em meio ágar extrato de 

malte. O micélio foi suspenso em 5 mL de uma solução composta de NaCl e 

Tween 80. Após a inoculação feita com a suspensão de esporos contendo 150 

µL (106 esporos/mL), foi realizada a fermentação submersa em frascos 

Erlenmeyer contendo 250mL de gelatina.  Uma curva de crescimento foi 

desenvolvida para identificar o melhor tempo de produção da enzima. Os 

resultados que a produção da colagenase ocorreu com 120 horas de 

fermentação, obtendo-se 550 U/mL de atividade colagenolítica e biomassa 0,42 

g/L na fase estacionária, indicando que a colagenase produzida é um 

metabólito secundário. Um planejamento fatorial 24 foi realizado para 

selecionar os melhores parâmetros onde foi avaliada a influência das variáveis: 

temperatura (ºC), pH, agitação e concentração do substrato (gelatina). Com o 

resultado do planejamento fatorial obtivemos um aumento da produção 

enzimática cerca de 32%. Este é o primeiro estudo que descreve condições 

otimizadas de produção de colagenase por cepas de R. microsporus.  

 

Palavras-chave: Colagenase; Fungo filamentoso; Bioprocessos; Inovação. 
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Abstract 

 

The present work aimed to study the fungus Rhizopus microsporus UCP 1296 

isolated from the Caatinga soil, emphasizing the development and application of 

biotechnological processes for the production of a new collagenase. Therefore, 

significant fermentation parameters such as temperature, pH, culture medium 

and fermentation time were evaluated. Samples of the microrganism were kept 

at 4 °C in malt extract agar medium. The mycelium was suspended in 5 mL of a 

solution composed of NaCl and Tween 80. After inoculation with the spore 

suspension containing 150 µL (106 spores/mL), submerged fermentation was 

carried out in Erlenmeyer flasks containing 250 mL of gelatin. A growth curve 

was developed to identify the best time for enzyme production. The results 

show that collagenase production occurred with 120 hours of fermentation, 

obtaining 550 U/mL of collagenolytic activity and 0.42 g/L biomass in the 

stationary phase, indicating that the collagenase produced is a secondary 

metabolite. A 24 factorial design was carried out to select the best parameters 

where the influence of the variables was evaluated: temperature (ºC), pH, 

agitation and substrate concentration (gelatin). As a result of the factorial 

design, we obtained an increase in enzyme production of about 32%. This is the 

first study to describe optimized conditions for collagenase production by R. 

microsporus strains.  

 

Keywords: Collagenase; Filamentous fungus; Bioprocesses; Innovation. 
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Resumen 

 

El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio del hongo Rhizopus 

microsporus UCP 1296 aislado del suelo de la Caatinga haciendo hincapié en 

el desarrollo y aplicación de procesos biotecnológicos para la producción de 

una nueva colagenasa. Para ello, se evaluaron parámetros fermentativos 

significativos como: temperatura, pH, medio de cultivo y tiempo de 

fermentación. Las muestras del microorganismo se mantuvieron a 4 °C en 

medio de agar de extracto de malta. El micelio se suspendió en 5 mL de una 

solución compuesta por NaCl y Tween 80. Tras la inoculación realizada con la 

suspensión de esporas que contenía 150 µL (106 esporas/mL), se realizó la 

fermentación sumergida en matraces Erlenmeyer que contenían 250mL de 

gelatina.  Se desarrolló una curva de crecimiento para identificar el mejor 

momento para la producción de enzimas. Los resultados que la producción de 

colagenasa se produjo con 120 horas de fermentación, obteniendo 550 U/mL 

de actividad colagenolítica y biomasa 0,42 g/L en la fase estacionaria, 

indicando que la colagenasa producida es un metabolito secundario. Se realizó 

un diseño factorial 24 para seleccionar los mejores parámetros donde se 

evaluó la influencia de las variables: temperatura (ºC), pH, agitación y 

concentración de sustrato (gelatina). Con el resultado de la planificación 

factorial obtuvimos un aumento de la producción enzimática de alrededor del 

32%. Este es el primer estudio que describe las condiciones optimizadas para 

la producción de colagenasa por cepas de R. microsporus.  

 

Palabras clave: Colagenasa; Hongo filamentoso; Bioprocesos; Innovación. 
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1. Introdução 

 

                         Proteases são enzimas altamente complexas que diferem entre si na 

especificidade do substrato, mecanismo catalítico e sítio ativo (SUMANTHA et 

al., 2006). Entre as enzimas industriais disponíveis no mercado, as proteases 

são descritas como uma das mais versáteis por desenvolverem uma série de 

funções e várias aplicações biotecnológicas importantes (LIMA et al., 2009; 

GURUMALLESH et al., 2019; KUMAR; SINGH, 2014), não apresentando 

toxidade e patogenicidade, consideradas como ecologicamente corretas e 

seguras para todos os setores biotecnológicos (YAZID, 2017). As proteases 

podem ser encontradas em inúmeros organismos (KERMASHA & ESKIN, 

2021). Atualmente, colagenases proveniente de microrganismos são preferíveis 

devido a características específicas que permitem a degradação do colágeno 

em mais de um local, aos baixos custos de produção e manutenção, por 

apresentarem alto rendimento, facilidade no controle das condições de 

produção e maior produtividade (WANDERLEY et al., 2017; BHAGWAT; 

DANDGE, 2018). 

                        Colágeno e peptídeos de colágeno são também biomateriais de grande 

interesse industrial. São comumente associados à alimentação, medicamentos, 

cosméticos e outros produtos vinculados à área da saúde humana e animal 

(GAO, 2019). Segundo Oliveira et al., (2017) até o presente momento, foram 

identificados 29 tipos genéticos distintos de colágeno, muitos dos quais com 

características únicas e alguns com características inter-relacionadas; contudo, 

todos formados por subunidades polipeptídicas designadas de cadeias. O 

colágeno é a mais abundante proteína dos mamíferos, representa cerca de 20-

30% do total de proteínas corporais e constitui o principal elemento estrutural 

de órgãos e tecidos de vertebrados. Dentre os microrganismos, os fungos 

apresentam vantagem na produção de colagenase, pois a mesma ocorre 

extracelularmente, o que torna mais fácil a sua recuperação após a 

fermentação (SANDHYA et al., 2005). Acrescenta-se ainda a vantagem da 

produção não estar condicionada às questões sazonais e geográficas 

(ZIMMER et al., 2009). Algumas enzimas de fontes microbianas foram 

descobertas no século 20 e desde então, estudos sobre seu isolamento, 
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caracterização de propriedades, produção em escala industrial e sua aplicação 

na bioindústria, progrediram e o conhecimento sobre elas continua a ser 

atualizado regularmente (NIGAM, 2013).  

                         A busca por novas colagenases microbianas assim como 

metodologias economicamente mais viáveis de produção têm aumentado ao 

longo dos anos, e alguns autores relatam que essa perspectiva representa, 

atualmente, uma das maiores dentro da indústria de enzimas (ABIDI et al., 

2013; GRAMINHO et al., 2013). Sendo necessário o desenvolvimento e 

investimento em estudos que comprovem a aplicação de novas colagenases 

produzidas por microrganismos, uma vez que possuem vasto espectro de 

aplicação com alto potencial biotecnológico e valor comercial agregados, e 

poucos trabalhos publicados relatam a produção da colagenase por fungos 

(WANDERLEY et al., 2016).  

A biotecnologia utiliza agentes biológicos para obter bens ou assegurar 

serviços por manipulação de microrganismos, plantas e animais para obtenção 

de processos e produtos de interesse. Os microrganismos têm sido largamente 

empregados por apresentarem elevada velocidade de síntese, estabilidade e 

rendimento elevado de substrato em produto, além de pouco tempo de 

geração, diversidade e facilidade de manipulações genética e de condições 

ambientais (HAZAN et al., 2006; VENTURA et al., 2008). Os diferentes tipos de 

bioprocessos geram variadas respostas em relação à produção de proteases 

(AGRAWAL et al., 2004). O microrganismo utilizado nesse trabalho é o fungo 

filamentoso Rhizopus microsporus UCP 1296, isolado do solo da Caatinga. 

                    A Caatinga é um bioma com caraterísticas peculiares, fazendo-se 

presente apenas no território brasileiro, com uma área cerca de 844.453 km², o 

que equivale a 11% do território nacional. É considerada uma das maiores 

regiões de floresta seca do mundo, com muitas espécies de microrganismos, 

plantas e animais adaptados exclusivamente para a vida nesta região 

semiárida (SILVA et al., 2020; DA ROCHA et al., 2019; IBGE, 2015). Os 

microrganismos endêmicos deste ecossistema se apresentam uma fonte 

valiosa de biomoléculas com atividades biológicas potencialmente inovadoras; 

variações extremas em temperatura, umidade e alta salinidade do solo, 

acompanhado por baixos níveis de nutrientes e altas irradiações UV, fazem 
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com que os microrganismos desenvolvam a capacidade genética de se adaptar 

metabolicamente para sobreviver. Cepas microbianas descendentes das 

características acima relatadas têm uma influência importante na produção 

industrial biotecnológica, incluindo fatores como tipo e concentração de fontes 

de carbono e nitrogênio, pH, aeração, temperatura, tempo de fermentação, 

maior rendimento e viabilidade econômica (DA ROCHA et al., 2019). 

                         O presente trabalho teve como proposta avaliar a produção de 

colagenase por Rhizopus microsporus UCP 1296, utilizando o planejamento 

estatístico para estabelecer os parâmetros fermentativos mais relevantes para 

o melhoramento da produção. 

 

2. Metodologia 

 

Microrganismo 

 

        O microrganismo utilizado nesse estudo foi o fungo filamentoso 

proveniente do solo da Caatinga, Rhizopus microsporus UCP 1296, cedido pelo 

Banco de Culturas de Pesquisas em Ciências Ambientais e Biotecnologia da 

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP. 

 

Meios de cultura  

 

        A cepa vem sendo mantida no meio ágar extrato de malte contendo: 

extrato de malte (0,5%), peptona (0,1%), glicose (2%) e ágar 1,5 (%) 

autoclavado a 121 °C e mantido em estufa a 30 °C por 5 dias até esporulação e 

posteriormente mantido sob refrigeração a 4 ºC. O meio de cultura utilizado 

para a produção de enzimas é composto por: gelatina (0,5% p/v) e solução 

mineral, segundo Lima et al., (2011) modificado. A solução mineral foi 

preparada adicionando, por 100 mL de água destilada, 100 mg FeSO4-7H2O, 

100 mg MnCl2-4H2O, 100 mg ZnSO4-H2O, e 100 mg CaCl2-H2O, e foi utilizada 

a 1% do volume total de fermentação, esterilizado em autoclave a 121 °C. 

 

Cinética do crescimento e produção de enzimas colagenolíticas 
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         O micélio foi suspenso em aproximadamente 5 mL de solução composta 

de 0,9% (p/v) NaCl e 0,01% (v/v) de solução de Tween 80, previamente 

esterilizados a 121°C por 20min. Após inoculação com uma suspensão de 150 

μL esporos que foi padronizada para uma concentração final de 106 

esporos/mL, em uma câmara de contagem de Neubauer, a fermentação 

submersa foi realizada durante 5 dias a 28 ºC e 150 rpm em frascos 

Erlenmeyer contendo 250mL do meio de cultura de gelatina. A intervalos de 24 

horas foram colhidas amostras para determinação da biomassa, teor de 

proteínas e da atividade colagenolítica. O caldo obtido no final da fermentação 

(120h), o extrato bruto (EB), foi filtrado a vácuo para remoção da biomassa e os 

sobrenadantes analisados quanto à produção de colagenase. 

 

Avaliação de parâmetros significativos para produção da enzima 

colagenolítica 

 

        Com o objetivo de selecionar os melhores parâmetros para a produção da 

enzima colagenolítica extracelular produzida por R. microsporus UCP 1296 em 

fermentação submersa foi realizado um planejamento fatorial  completo 24  

(Tabela 1), para avaliar a influência do pH inicial, concentração inicial de 

gelatina, temperatura e agitação orbital. 

 

Tabela 1 – Condições do planejamento fatorial 24 – Otimização das condições 

do cultivo 

FATORES   NÍVEIS   

 
MENOR 

(-1) 
CENTRAL 

(0) 
MAIOR 

(+1) 

pH 6 7 8 

Concentração da 
Gelatina (% w/v) 

0,25 0,5 0,75 

Temperatura (ºC) 24 28 32 

Agitação orbital (rpm) 100 150 200 

Fonte: a autora 

 

O ponto central foi realizado em quadruplicata para fornecer uma 

estimativa de variância de respostas a erros experimentais puros. A partir 
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disso, foram baseados os efeitos dos erros experimentais e utilizado para 

avaliar o significado dos efeitos e interações das variáveis independentes - pH, 

concentração da gelatina, temperatura e velocidade de agitação orbital  sobre a 

produção de enzima colagenolítica. Todas as análises estatísticas e gráficas 

foram realizadas com 95% de confiança utilizando o software Statistic 8.0 

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). 

 

Determinação da atividade colagenolítica 

 

A atividade da colagenase foi realizada pelo método de Chavira et al., 

(1984) modificado, tendo como substrato o Azocoll (Sigma Chemical Co., St 

Louis, MO), solubilizado em 950 µL de tampão Tris-HCl, pH 7,0 (0,05 M) e 

posteriormente centrifugado à 10.000 rpm por 10 minutos. Foram realizadas 

sucessivas lavagens do substrato com o tampão até verificar que o azocoll não 

estava mais liberando nenhuma cor através da análise espectrofotométrica. A 

reação consistiu na adição de 50 µL do extrato enzimático e 950 µL de tampão 

Tris-HCl 0,1 M pH 7,0 ao substrato após as lavagens. A mistura foi incubada 

em banho-maria por 3 horas a 37ºC. Após a incubação as amostras foram 

centrifugadas a 10.000 rpm, 4 °C por 2 min (modelo KR-20000T; Kubota 

Seisakusho, Tóquio, Japão). A absorbância do sobrenadante foi medida a 520 

nm por um espectrofotômetro UV-Vis (modelo B582; Micronal, São Paulo, 

Brasil). Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 

quantidade de enzima, por mililitro, que levou a um aumento de absorbância de 

0,1 a 520 nm sendo expressa em U/mL. 

 

Determinação de proteínas totais e biomassa 

 

O conteúdo de proteína foi determinado pelo método do ácido 

bicinconínico, usando Pierce™ BCA Protein Assay Kit e albumina de soro 

bovino como padrão (Smith et al., 1985). A curva de calibração foi obtida a 

partir de soluções de albumina de soro bovino (BSA). O volume total dos 

frascos de fermentação foi filtrado a vácuo através de  membranas de 

nitrocelulose com diâmetro de poro de 0,45 µm para remoção da biomassa e 
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posteriormente as membranas foram colocadas na estufa de secagem a 80 ºC 

durante 24h. 

 

 3. Resultados e Discussão 

 

Cinética de produção enzimática 

 

A figura 1 representa os resultados da produção cinética da enzima. 

Conforme o gráfico, a biossíntese da enzima teve início juntamente com o 

crescimento do fungo. A produção foi crescente e atingiu o ápice com 120 

horas de fermentação onde obtivemos 550 U/mL da enzima colagenolítica com 

valor de biomassa nesse período de (0,42 g/L), comprovando que a produção 

de colagenase por R. microsporus UCP 1296 ocorreu durante a fase 

estacionária, indicando que a enzima é um metabólito secundário. Com base 

nestes resultados, foi estabelecido o tempo de fermentação de 120 horas. A 

eficácia da produção foi avaliada pela atividade colagenolítica volumétrica 

devido à relevância industrial deste parâmetro (LIMA et al., 2011). 

Ainda em relação à figura 1, após 120 horas, pode-se observar uma 

diminuição gradativa na biossíntese da enzima, provavelmente devido ao 

esgotamento de nutrientes para o microrganismo. Segundo Gupta e 

colaboradores (2004) as proteases geralmente são sintetizadas durante a fase 

estacionária sendo reguladas pela limitação de nutrientes no meio de cultivo, 

principalmente as fontes de carbono e nitrogênio. Agrawal et al., (2004) 

demostraram em seus experimentos que a atividade da enzima depende 

especificamente do tipo de microrganismo, composição do meio de cultura e 

tempo de incubação. Usando um fungo do mesmo gênero, Rhizopus oryzae, 

Benabda et al., (2019),  obtiveram  melhor produção de protease 2412 U/g, 

com 120h de fermentação.  Merheb et al., (2007), registraram melhor produção 

da protease por  Thermoascus aurantiacus, um fungo termófilo  no final da fase 

estacionária. Silva et al., (2017) verificaram 243,0 U/mL de atividade para a 

produção de colagenase com o A. tamarii URM4634. 
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Figura 1- Curva de crescimento e biomassa produzida por Rhizopus 

microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga em meio de cultura de 

gelatina 

 

Fonte: a autora 

 

Atividades colagenolítica e específica da colagenase produzida por 

Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga em meio de 

cultura de gelatina 

 

             A maior atividade enzimática colagenolítica foi 550 U/mL, 

correspondendo a atividade específica de 808,23 U/mg, com tempo de 120 

horas à 100 rpm de agitação  em condições iniciais de fermentação na 

concentração de gelatina a 0,75% (p/v), pH 8 e 24 °C (Figura 2). Segundo 

Daboor et al., (2010) a atividade colagenolítica pode ser descrita como hidrólise 

do colágeno pela colagenase com liberação de peptídeos ou aminoácidos. 

Diferentes métodos são descritos na literatura para medir essa atividade: 

colorimétrica, fluorescência, turbidez e viscometria ou radioatividade, entre 

outros. Todos esses métodos consomem bastante tempo, variando de 3 a 18 

horas. No presente estudo, usamos o método colorimétrico que tem como base 

o Azocoll. O Azocoll é um colágeno impregnado com corante azo, substrato 

específico da colagenase, pois permite observar a hidrólise por liberação de 

peptídeos solúveis impregnados com corante que são medidos por 

espectrofotometria, aumentando a sensibilidade do método (CHAVIRA et al., 

1984). 

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,00

200,00

400,00

600,00

800,00

24 48 72 96 120 144

B
io

m
as

sa
 (

g/
L)

 

A
ti

vi
d

ad
e

 e
n

zi
m

át
ic

a 
(U

/m
L)

 

Tempo (h) Atividade
colagenolítica (U/mL)

Biomassa (g/L)



76 
 

              A atividade colagenolítica específica de (808,23 U/mg) por R. 

microsporus UCP 1296 obtido nesse estudo é de grande importância para a 

ciência pois não foi encontrado na literatura científica relatos da produção de 

colagenase pelo fungo utilizado nesse experimento, além disso,  esse valor é 

muito maior do que outros resultados publicados para outros microrganismos. 

Baehaki et al., (2014) conseguiram uma atividade específica de 0,546 U/mg 

com Bacillus licheniformis; Jain e Jain (2010) encontraram 15,66 U/mg de 

atividade específica por Streptomyces sp., Wu et al,. (2010) obtiveram 2,77 

U/mg usando Bacillus pumilus, Mahmoud et al., (2007), encontraram em seus 

experimentos atividade específica de 97,12 U/mg com Aspergillus flavus e Ok e 

Hashinaga (1996), 70,4 U/mg com Zygosaccharomyces rouxii.  

            A literatura descreve a importância de definir parâmetros que tenham 

uma influência significativa na produção de enzimas extracelulares por 

microrganismos, não apenas a composição do meio de cultura como fonte de 

carbono, nitrogênio e oligoelementos devem ser considerados, mas também as 

condições de cultura como pH, temperatura e velocidade de agitação (LIMA et 

al., 2009). 

 

Figura 2- Atividades colagenolítica e específica da colagenase produzida por 

Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado  do solo da Caatinga em meio de 

cultura de gelatina 

 

 

Fonte: a autora 
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Planejamento fatorial para otimização das condições do cultivo 

 

              De acordo com os resultados da cinética de produção da enzima 

colagenolítica, o melhor tempo de fermentação foi estabelecido em 120 horas, 

possibilitando dessa forma a realização de um planejamento fatorial completo 

24, para a otimização das condições do condições do cultivo, para isso foram 

utilizadas variáveis descritas de acordo com a literatura como importantes para 

produção da enzima como: temperatura (ºC), pH, agitação orbital e 

concentração do substrato (gelatina). Os resultados dos ensaios foram 

analisados estatisticamente (ao nível de 95% de confiança) e estão 

representados na Tabela 2. 

 

Tabela 2- Resultados do planejamento fatorial 24 para otimização de 

parâmetros fermentativos para produção de enzima colagenolítica por 

Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga 

ENSAIOS PARÂMETROS RESPOSTAS  

 pH So 

(% p/v) 

T 

(°C) 

Agitação 

 (rpm) 

Atividade  

(U/mL) 

Prot. 

Totais  

(mg/mL) 

Atividade  

Específica 

(U/mg) 

Biomassa 

 (g/L) 

1 6 0,25 24 100 273,00 0,63 432,35 0,60 

2 8 0,25 24 100 528,00 0,93 565,14 0,32 

3 6 0,75 24 100 459,00 0,70 655,71 0,92 

4 8 0,75 24 100 727,50 0,66 1102,27 0,84 

5 6 0,25 32 100 441,00 0,64 686,00 0,32 

6 8 0,25 32 100 540,00 0,65 832,60 0,32 

7 6 0,75 32 100 487,50 0,52 942,68 0,88 

8 8 0,75 32 100 504,00 1,21 415,06 0,76 

9 6 0,25 24 200 411,00 0,61 669,07 0,36 

10 8 0,25 24 200 226,50 0,66 343,18 0,24 

11 6 0,75 24 200 282,00 0,68 416,46 1,08 

12 8 0,75 24 200 381,00 0,67 572,32 1,64 

13 6 0,25 32 200 294,00 0,42 700,00 0,36 

14 8 0,25 32 200 468,00 0,63 747,95 0,36 

15 6 0,75 32 200 300,00 0,73 411,76 1,08 

16 8 0,75 32 200 559,50 0,61 910,81 1,24 

17 7 0,5 28 150 550,00 0,68 808,23 0,42 

18 7 0,5 28 150 563,00 0,68 823,10 0,39 

19 7 0,5 28 150 548,00 0,68 807,07 0,44 

20 7 0,5 28 150 555,00 0,68 814,98 0,38 

Fonte: a autora 
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             De acordo com a tabela 2, o ensaio denominado 4, foi o mais relevante 

pois obteve 727,50 U/mL de atividade colagenolítica e 1102,27 U/mg de 

atividade específica para a enzima produzida pelo R. microsporus UCP 1296 

com as seguintes condições: agitação de 100 rpm, temperatura de 24◦C, pH= 

8,0 e concentração do substrato gelatina de 0,75% (p/v). Com o planejamento 

fatorial obtivemos um aumento da produção enzimática cerca de 32% em 

comparação com os resultados preliminares obtidos nas experiências cinéticas. 

Destacamos dessa forma a importância do planejamento fatorial para favorecer 

a produção da enzima desejada. O planejamento fatorial é uma estratégia 

analítica útil e sua principal aplicação reside na triagem das variáveis mais 

relevantes de um determinado sistema analítico. Na proposição de um 

planejamento experimental é fundamental que o mesmo seja capaz de fornecer 

exatamente o tipo de informação que o analista deseja. Assim, a atividade mais 

importante não está na análise de dados, e sim no planejamento dos 

experimentos em que estes dados devem ser obtidos (MONTGOMERY, 1991; 

BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995) 

             Na tabela 3 são observados os efeitos significativos das quatro 

variáveis estudadas, assim como as interações entre as mesmas. A análise 

estatística das condições de cultivo mostra que a agitação teve significância 

estatística no valor de atividade colagenolítica (apontado em destaque na 

tabela abaixo). 

 

Tabela 3– Interações e efeitos estatisticamente significativos das quatro 

variáveis estudadas 

ANOVA; Var.:Collagenolytic Activity (U/mL); R-sqr=,84088; Adj:,39535 (Planejamento Fatorial 2^4) 

2**(4-0) design; MS Residual=9977,66 DV: Collagenolytic Activity (U/mL) 

 SS df MS F P 

(1)pH 60885,6 1 60885,56 6,102189 0,056512 

(2)So (% w/v) 16835,1 1 16835,06 1,687276 0,250633 

(3)T (°C) 5852,3 1 5852,25 0,586535 0,478338 

(4)Agitation (rpm) * 67340,3 1 67340,25 6,749102 0,048372 

1 x 2 5625,0 1 5625,00 0,563759 0,486562 

1 x 3 770,1 1 770,06 0,077179 0,792279 

1 x 4 5292,6 1 5292,56 0,530441 0,499086 

2 x 3 5738,1 1 5738,06 0,575091 0,482437 

3 x 4 7056,0 1 7056,00 0,707180 0,438736 
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1*2*3 5402,3 1 5402,25 0,541435 0,494887 

1*2*4 11990,2 1 11990,25 1,201710 0,322950 

1*3*4 53708,1 1 53708,06 5,382831 0,068046 

2*3*4 12488,1 1 12488,06 1,251602 0,314094 

Erro 49888,3 5 9977,66   

Total SS 313529,8 19    

* Significante 

              Segundo Wanderley e colaboradores (2017) a análise de variáveis que 

interferem na produção de proteases por microrganismos é extremamente 

relevante. Por não existir um meio geral de produção, cada microrganismo tem 

que ser estudado individualmente para a descoberta das melhores condições 

que levem a uma máxima produção de biomoléculas. 

             No presente trabalho foram avaliados três valores de agitação orbital 

100, 150 e 200 rpm. Os valores obtidos pela análise das variáveis indicam que, 

em média, foram obtidas atividades mais elevadas quando a variável 4 

(agitação)   estava em 100 rpm. Segundo Cui et al., (1998), a maior produção 

enzimática sob condição de agitação pode ser atribuída a transferência de 

calor e a dispersão de oxigênio de forma homogênea com os componentes do 

meio de cultura. Para Elibol e Moreira (2005) as enzimas apresentam 

sensibilidade às forças mecânicas, consequentemente agitação elevada pode 

levar a desnaturação e consequentemente perda de sua atividade. El-enshasy, 

Kleine e Rinas (2006) observaram que um aumento na velocidade de agitação 

mudou a morfologia do fungo A. niger, da forma de pellet para a forma de 

filamentos, e simultaneamente aumentou sua produção de proteínas 

extracelulares. Azevedo e colaboradores (2018) afirmam que a agitação orbital 

entre 100-120 rpm foram as mais adequadas na produção de proteases por 

Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154. De acordo com Pamboukian (2003), 

para melhor desempenho do processo fermentativo, a condução de estudos de 

fermentação em shaker tem sido importante ferramenta para a otimização das 

condições para obtenção de vários produtos, incluindo as enzimas. 

              O gráfico de Pareto abaixo (Figura 3) confirma que o efeito da 

agitação sobre a atividade colagenolítica foi negativo, ou seja, a menor 

agitação favoreceu ao aumento da atividade enzimática.  
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Figura 3- Gráfico de Pareto relacionando as variáveis e suas interações: pH 

(1), concentração de substrato (2), temperatura (◦ C) (3) e agitação (rpm) (4) 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Collagenolytic Activity (U/mL)

2**(4-0) design; MS Residual=9977,66

DV: Collagenolytic Activity (U/mL)
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Fonte: a autora 

 

5. Conclusão 

 

             O fungo R. microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga foi 

capaz de produzir elevadas concentrações de colagenase extracelular, 

utilizando apenas gelatina como fonte de carbono e nitrogênio. Foram 

estabelecidas as melhores condições de produção enzimática tendo o efeito 

agitação orbital o mais significativo. Diante dos primeiros resultados obtidos, 

acredita-se que o R. microsporus apresenta potencial biotecnológico para 

produção e aplicação da colagenase, podendo ser empregada futuramente em 

diversos segmentos, como na indústria têxtil, alimentícia, produção de 

medicamentos, além da degradação de resíduos da indústria aviária. Dessa 

forma, espera-se contribuir com a geração de possíveis subprodutos 

biotecnológicos em diversas áreas.  
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Resumo  

 

Este trabalho objetivou extrair por sistemas de duas fases aquosas 

(PEG/fosfato) e caracterizar bioquimicamente colagenases extracelulares 

obtidas por fermentação submersa (FS) pelo fungo Rhizopus microsporus UCP 

1296. A busca por novas enzimas e processos mais simples são incessantes, 

pois o mercado mundial de enzimas vem apresentando cada vez mais a 

necessidade de novos bioprodutos e metodologias que possam produzir, 

purificar e caracterizar de forma eficaz, rápida e com baixo investimento 

financeiro. Os fungos filamentosos possuem potencial para a produção de 

colagenases. Nesta perspectiva, um planejamento experimental 24 foi usado, 

onde variáveis descritas na literatura como importantes para o SDFA foram 

estudadas. Os melhores resultados a partir do extrato bruto produzido por R. 

microsporus foram obtidos utilizando PEG 8000 a 12,5% (m/m), fosfato a 

concentração 10,0% (m/m) e pH 8,0 onde foram observados os valores mais 

elevados da atividade colagenolítica 793 U/mL,  rendimento em atividade de 

113% e fator de purificação de 62,34%. Os resultados demonstraram que a 

purificação por SDFA PEG/fosfato foi eficiente para extração de colagenases. 

Os parâmetros, pH e temperatura ótima, bem como a influência dos inibidores 

foram determinados para a caracterização da enzima purificada. Neste 

contexto, o pH 8,0 e temperatura 37 ºC foram os melhores. A enzima 

apresentou parcial inibição ao ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e ao 

ácido iodo acético (IAA). Os resultados sugerem que a enzima produzida 

apresenta-se como um produto biotecnológico promissor com aplicabilidade em 

diversas áreas. 

 

Palavras-chave: SDFA; Colagenases; Fungos filamentosos; Biotecnologia 

enzimática; Inovação 
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Abstract 

 

This work aimed to extract by systems of two aqueous phases 

(PEG/phosphate) and biochemically characterize extracellular collagenases 

obtained by submerged fermentation (SF) by the fungus Rhizopus microsporus 

UCP 1296. The search for new enzymes and simpler processes are incessant, 

because the world enzyme market has been presenting more and more the 

need for new bioproducts and methodologies that can produce, purify and 

characterize effectively, quickly and with low financial investment. The 

filamentous fungi have potential for the production of collagenases. In this 

perspective, an experimental planning 24 was used, where variables described 

in the literature as important for Aqueous two-phase systems (ATPS) were 

studied. The best results from the crude extract produced by R. microsporus 

were obtained using PEG 8000 at 12.5% (m/m), phosphate at concentration 

10.0% (m/m) and pH 8.0 where the highest values of collagenolytic activity 793 

U/mL, activity yield of 113% and purification factor of 62.34% were observed. 

The results showed that purification by ATPS-PEG/Phosphate was efficient for 

extraction of collagenases. The parameters, pH and optimum temperature as 

well as the influence of inhibitors were determined for the characterization of the 

purified enzyme. In this context, pH 8.0 and temperature 37 ºC were the best. 

The enzyme showed partial inhibition to ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) and iodoacetic acid (IAA). The results suggest that the enzyme 

produced presents itself as a promising biotechnological product with 

applicability in several areas.  

 

Keywords: SDFA; Collagenase; Filamentous fungi; enzyme biotechnology; 

Innovation 
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1. Introdução 

 

O desenvolvimento de metodologias que favoreçam a purificação e 

caracterização de um bioproduto de interesse industrial é alvo constante de 

estudos devido sua importância comercial. As proteases somam cerca de 60% 

do total de enzimas comercializadas mundialmente (GUPTA et al., 2008). 

Esses biocatalisadores têm uma grande variedade de aplicações 

biotecnológicas, principalmente em formulação de detergentes, bebidas e 

processamento de alimentos, amaciamento de couro, tratamento de águas 

residuais e formulações médicas (MERHEB et al., 2007).  

A purificação de um bioproduto voltado para o mercado industrial deve 

conter algumas características tais como: robustez, confiabilidade, facilidade no 

escalonamento do processo e na remoção de impurezas, velocidade de 

processo, alto rendimento de recuperação e baixo custo (ROSA et al., 2011).  

A extração líquido-líquido utilizando Sistemas de Duas Fases Aquosas 

(SDFA) é um dos processos mais promissores de biosseparação, constituído 

por duas fases polares imiscíveis, possui composição próxima de 70 a 90% de 

água, por isso são apropriados para purificação de materiais biológicos, 

minimizando os riscos de desnaturação das biomoléculas preservando suas 

principais características. (PANDEY et al., 2006; SILVA; LOH, 2006; MOURA et 

al., 2010; ROSSO et al., 2012). Diversas linhas de pesquisas são 

desenvolvidas à procura de novas fontes produtoras de colagenases.  

A produção de enzimas por fungos filamentosos compõe um dos 

cenários mais promissores da biotecnologia quando se tratam de produção, 

purificação, caracterização e aplicação de biomoléculas. O uso de fungos em 

bioprocessos tem aumentado demasiadamente em importância devido à 

produção de várias enzimas com diferentes características físico-químicas e 

excelente potenciais para a aplicação nos mais diversos setores industriais 

(PASIN et al., 2019; CRUZ, 2021).  

Os fungos filamentosos se destacam na produção de enzimas por 

fermentação submersa, devido à sua grande facilidade de cultivo, por 

secretarem suas enzimas diretamente no meio de produção, não sendo 

necessária, assim, a ruptura celular para sua liberação, facilitando desta forma 
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também processos de purificação (NASCIMENTO  et al., 2014; BATISTA et al., 

2020).  Segundo Wanderley e colaboradores (2016), muitos microrganismos 

ainda não foram estudados e utilizados como potenciais produtores de 

colagenase. Existem poucos relatos sobre a produção, purificação e 

caracterização de enzimas produzidas por Rhizopus.  

 Neste trabalho utilizamos o extrato bruto contendo enzimas 

colagenolíticas previamente adquiridas por fermentação submersa, objetivando 

a purificação por SDFA e a caracterização bioquímica da colagenase produzida 

por R. microsporus UCP 1296, fungo filamentoso proveniente do solo da 

Caatinga (Pernambuco - Brasil).  

 

Material e Métodos 

 

Microrganismo 

 

O microrganismo utilizado nesse estudo foi o fungo filamentoso 

proveniente do solo da Caatinga, Rhizopus microsporus UCP 1296, cedido pelo 

Banco de Culturas de Pesquisas em Ciências Ambientais e Biotecnologia da 

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP. 

 

Meios de cultura  

 

A cepa vem sendo mantida no meio ágar extrato de malte contendo: 

extrato de malte (0,5%), peptona (0,1%), glicose (2%) e ágar 1,5 (%) 

autoclavado a 121° C por 15min e mantido em estufa a 30°C por 5 dias até 

esporulação e posteriormente mantido sob refrigeração a 4ºC, sendo repicado 

a cada 30 dias. O meio de cultura utilizado para a produção de enzimas é 

composto por: gelatina (0,5% p/v), MgSO4-7H2O (0,025 p/v), K2HPO4 (1,5 p/v), 

FeSO4-7H2O (0,015 p/v), CaCl2 (0,025 p/v) e solução mineral (1% v/v) (Lima et 

al., 2011) modificado.  

 

Determinação de proteínas totais 
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A concentração de proteínas foi determinada pelo método do ácido 

bicinconínico - BCA para detectar proteínas em amostras enzimáticas (Smith et 

al., 1985). A curva de calibração foi obtida a partir de soluções de albumina de 

soro bovino (BSA). 

 

Determinação da atividade colagenolítica 

 

A atividade da colagenase foi realizada pelo método de Chavira et al., 

(1984), com algumas modificações, tendo como substrato o Azocoll (Sigma 

Chemical Co., St Louis, MO). Inicialmente foi pesado 3,0 mg/mL de Azocoll, 

solubilizado em 950 µL de tampão Tris-HCl, pH 7,0 (0,05 M) e posteriormente 

centrifugado à 10.000 rpm por 10 minutos. A mistura foi incubada em banho-

maria por 2 horas a 37ºC. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas 

a 10.000 rpm, 4 °C por 20min (modelo KR-20000T; Kubota Seisakusho, 

Tóquio, Japão). A absorbância do sobrenadante foi medida a 520 nm por um 

espectrofotômetro UV-Vis (modelo B582; Micronal, São Paulo, Brasil). Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima, 

por mililitro, que levou a um aumento de absorbância de 0,1 a 520 nm sendo 

expressa em U/mL. A atividade específica foi determinada através da razão 

atividade/proteína e expressa em U/mg. 

 

Sistema duas fases aquosas (SDFA) 

 

Os experimentos foram realizados de acordo com método descrito por 

Lima et al., (2013). Uma solução tampão de fosfato a 40% (p/p) foi preparada à 

temperatura ambiente (25 ± 1°C). As quantidades necessárias desta solução 

foram misturadas com soluções de PEG a 60% (p/p) com as seguintes massas 

molares: 1500, 4000 e 8000 g/mol. Essas soluções foram então adicionadas a 

tubos graduados (15 mL). Posteriormente, foi adicionado o extrato bruto 

enzimático correspondendo a 20% da massa total do sistema juntamente com 

água suficiente para totalizar um sistema de 10 g. Após agitação por 1min, os 

sistemas foram deixados em repouso para que as fases fossem separadas por 

decantação. Em seguida, os volumes das fases foram mensurados e 
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analisados para a concentração de proteína, atividade proteásica e 

colagenolítica.  

Para evitar qualquer interferência de PEG ou fosfato, todas as amostras 

foram analisadas contra soluções padrão sem proteína com a mesma 

composição de fase. 

 

Planejamento Fatorial 

 

Um planejamento fatorial completo 24 foi realizado para avaliar as 

variáveis significativas do processo de purificação assim como os efeitos e 

interações da massa molar de PEG (MPEG), concentração de PEG (CPEG), 

pH e concentração de sal de fosfato (CPHOS) para posteriores cálculos sobre 

as variáveis respostas escolhidas: coeficiente de partição (K), rendimento 

enzimático (Y) e fator de purificação (PF) nas fases PEG e sal da enzima 

colagenolítica produzida por R. microsporus. O delineamento experimental foi 

composto de 20 corridas. O ponto central foi executado em quadruplicata, para 

fornecer uma estimativa do erro puro (Tabela 1). Após a realização dos 

experimentos, a análise estatística dos resultados foi realizada, com o auxílio 

do programa Statistica 7.0 (STATSOFT INC, 2008). A análise de variância, a 

partir do qual a significância estatística de todos os efeitos, ao nível de 

confiança de 95% (p <0,05), foi determinada.  

 

Tabela 01: Níveis dos fatores do Planejamento fatorial completo 24 para 

purificação de proteases por Rhizopus microsporus UCP 1296 por sistema de 

duas fases aquosas. 

VARIÁVEL  NÍVEL  

 Menor 
(-1) 

Central 
(0) 

Maior 
(+1) 

    
PEG massa molar (MPEG) 1500 4000 8000 
PEG concentração (CPEG) 12.5 15.0 17.5 
Concentração Fosfato (CPHOS) 10.0 12.5 15.0 
pH 6.0 7.0 8.0 

Fonte: A autora (2022) 

 

Definições das variáveis  
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O coeficiente de partição da colagenase foi determinado como a razão 

entre a atividade da biomolécula na fase de superior rica em PEG (As) e a fase 

inferior rica em sal (Ai) respectivamente.  

  
  

  
 

A recuperação (Y) foi determinada como a atividade total na fase 

superior ou inferior (AS-I VS-I) e a do extrato bruto (AEB VEB), expressa em 

porcentagem (%).  

 

 Y=( 
          

       
 )                      

Onde, VS-I e VEB são os volumes da fase superior ou inferior e do extrato bruto, 

respectivamente.                                                            

O fator de purificação (FP) foi definido como a razão entre a atividade 

específica na fase superior ou inferior (As-I/Cs-I) e seu valor inicial no extrato 

bruto antes da partição (AEB/CEB): 

 

FP= 
         

       
                                         

Onde, CS-I e CEB são as concentrações totais de proteína (mg/mL) na fase 

superior ou inferior e no extrato bruto, respectivamente. 

 

Caracterização bioquímica parcial 

 

Efeito do pH  e temperatura  na atividade enzimática   

 

Para avaliar o efeito do pH na atividade da enzima, uma solução de 

azocoll à 0,5% (p/v)  foi preparada em tampões que variaram o pH entre 3,0 ~ 

11,0.  Os tampões utilizados foram: citrato (pH 3,0 ~ 6,0) 0,05 M, Tris-HCl (pH 

7,0 ~ 9,0) 0,05 M e carbonato-bicarbonato (pH 10,0 ~ 11,0) 0,05 M. O efeito 

temperatura foi determinado utilizando uma mistura da solução tampão, azocoll 

e a solução enzimática, incubadas em diferentes temperaturas (de 25 ºC a 75 

ºC), para posterior determinação da atividade enzimática (Nascimento et al., 

2017). 
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Efeito de inibidores enzimáticos 

O efeito inibidor da protease foi investigado seguindo os procedimentos 

do guia de inibidores do fabricante. Os inibidores testados foram: fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) para serino proteases, ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA) para as metaloproteases e ácido iodoacético (IAA) para as 

cisteínoproteases, na concentração de 10 mM. Para a determinação da 

sensibilidade, a enzima foi pré-incubada durante 30 min a 37 ºC com os 

inibidores. Após, a atividade colagenolítica foi realizada utilizando o método do 

azocoll. A atividade residual foi determinada como a porcentagem da atividade 

proteolítica numa amostra controle livre de inibidores.  

 

Resultados e discussão 

 

O modelo estudado apresentou bons resultados para a extração e 

purificação da colagenase produzida pelo R. microsporus UCP 1296 pelo 

sistema duas fases aquosas como pode ser observado pelos resultados 

demonstrados na tabela 02 que apresenta a matriz do planejamento e 

resultados.  

As respostas observadas foram: atividades colagenolíticas das fases 

superior (TP) e inferior (BP), coeficiente de partição (K), rendimento na 

atividade (Y) e fator de purificação (PF) das fases inferiores.  

O coeficiente de partição é um importante parâmetro utilizado para 

avaliar a separação de biomoléculas em SDFA. Para Babu et al., (2008), o  

volume ocupado pelo polímero aumenta com o aumento da concentração e da 

massa molar do próprio polímero que resulta no menor espaço para a 

biomolécula na fase superior, assim as biomoléculas tendem a particionar para 

a fase inferior, efeito chamado de volume de exclusão, no entanto, a 

solubilidade de biomoléculas na fase inferior rica em sal diminui com o aumento 

da concentração do sal, o que resulta em aumento de partição de biomolécula 

na fase superior e a esse efeito dá-se o nome de salting out.  

Nesse estudo, o coeficiente de partição foi inferior a 1 em todas as 

corridas, indicando que a colagenase extraída pelo SDFA, migrou para a fase 

inferior (BP) ou fase sal em todos os ensaios, usando, PEG 8000 g/mol a 

12,5% (p/p) de concentração,  pH 8,0 e concentração  de fosfato a 10% (p/p) 
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ou seja, no ensaio do planejamento com os melhores resultados, a massa 

molar do PEG foi a maior, porém a concentração foi a menor, não ocorrendo 

porém  o efeito de exclusão. Em relação ao fosfato, 10% (p/p), essa 

concentração foi a menor para o estudo, excluindo também a possibilidade do 

efeito salting out.  

Diante dos dados obtidos a colagenase produzida pelo R. microsporus, 

migrou para fase sal por afinidade, o que demonstra maior confiança e 

robustez nos resultados da purificação.   Rodríguez-Durán (2013) e 

colaboradores verificaram na purificação da tanase produzida pelo A. 

niger  coeficientes de partição muito baixos em sistemas contendo PEG 6000 

ou superior.  

Barros et al.,(2011) obtiveram os melhores resultados da purificação da 

colagenase produzida por Streptomyces sp. DPUA 1559, na fase sal, utilizando 

também 12,5% (m/m) de PEG 8000 e concentração de fosfato a 10,0% (m/m ). 

Babu et al., (2008) na purificação da polifenoloxidase e Siqueira et al., (2013) 

na purificação da pectinase produzida pelo Aspergillus phoenicis URM 4924, 

por SDFA encontraram uma maior atividade  enzimática na fase sal.  

Wanderley et al., (2017), identificaram altos valores da atividade 

colagenolítica (797 e 812 U/mL) na fase inferior pela colagenase produzida por 

Penicillium sp. UCP 1286. Resultados, portanto, similares ao encontrado neste 

estudo. 

A análise estatística (Tabela 03) com relação à atividade enzimática 

mostrou que a massa molar do PEG (MPEG (g/mol)) (1) e a interação entre 

esse fator e a concentração de fosfato (C Fosfato (%m/m)) (4), (1x4) foram 

significativos, indicando que a maior massa molar (8000 g/mol) e a menor 

concentração do fosfato (10 m/m) favoreceram a uma maior atividade 

enzimática, 793 U/mL, o que pode ser confirmado no gráfico de Pareto abaixo 

(Figura 01).  

A presença dessa elevada atividade na fase inferior demonstra que tal 

fase é a que mantém a maior concentração de todas as colagenases do 

complexo.  
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Tabela 02: Planejamento experimental fatorial completo 24 e resultados da 

purificação de proteases de R. microsporus UCP 1296 pelo sistema duas fases 

aquosas (SDFA), PEG/fosfato 

Ensaios MPEGa  CPEGb  pH
c
 C fos

d 
 

At. Enz 
TP

e
 

At. Enz 
BP

f
 

K 
g
 YBP

h
 FPBP

i
 

1 1500 12,5 6 10 36,5 369,5 0,1 53 20,87 

2 8000 12,5 6 10 23 510 0,05 73 24 

3 1500 17,5 6 10 105,5 389 0,27 56 9 

4 8000 17,5 6 10 21 540 0,04 77 37,28 

5 1500 12,5 8 10 62,5 362 0,17 52 9,77 

6 8000 12,5 8 10 41 793 0,05 113 62,34 

7 1500 17,5 8 10 62,5 460,5 0,14 66 16,09 

8 8000 17,5 8 10 424 589 0,72 84 16,31 

9 1500 12,5 6 15 14 460 0,03 66 21,35 

10 8000 12,5 6 15 20 539 0,04 77 27,66 

11 1500 17,5 6 15 86 453 0,19 65 18,28 

12 8000 17,5 6 15 86 501 0,17 72 36,44 

13 1500 12,5 8 15 111 457 0,24 65 13,97 

14 8000 12,5 8 15 117 421 0,28 60 28,49 

15 1500 17,5 8 15 55 501 0,11 72 13,33 

16 8000 17,5 8 15 349 371 0,94 53 31,73 

17 4000 15 7 12,5 20 527 0,04 75 43,97 

18 4000 15 7 12,5 15 538 0,03 77 44,89 

19 4000 15 7 12,5 21 549 0,04 78 42,67 

20 4000 15 7 12,5 18 543 0,03 78 43,19 

Fonte: A autora (2022) 

Onde: a- Massa molar do PEG (g/mol); b- Concentração do PEG (% m/m); c- pH; d- Concentração 

de fosfato (% m/m); e- Atividade enzimática U/mL, fase superior- (TP- Top phase); f- Atividade 

enzimática U/mL, fase inferior- (BP- Bottom phase)  g- Coeficiente de partição (K); h- Rendimento 

da atividade (Y) na fase inferior (BP) (%); i- Fator de purificação (FP) na fase inferior (BP). 

 

Tabela 03: Efeitos estatísticos referentes à atividade colagenolítica na fase 

inferior (BP) do sistema duas fases aquosas PEG/Fosfato realizadas de acordo 

com o delineamento experimental 24 da Tabela 02. 

Var.: Ativ. Enz BP (U/mL); R-sqr=71444; Adj:39714 (Planej SDFA R. microsporus UCP 

1296) 2**(4-0) design; MS Residual=5746,36 DV: Ativ. Enz BP (U/mL) 

Variável 
/Interação          Effect     Std.Err      t(9)            p            -95,%         +95,%    Coeff.      Std.Err       -95,%       +95,% 

                                                          t 

 Mean/Interc 495   16,9 29,2 0,00 457,4 534 496 16,9 457,4 534,2 

(1)MPEG (g/mol) 95,2 37,7 2,5 0,03 9,93 180 47,6 18,8 4,96 90,2 
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(2)CPEG (%m/m) -13 37,9 -0,35 0,73 -99,1 72,3 -6,68 18,9 -49,5 36,1 

(3)pH 24,1 37,9 0,63 0,54 -61,6 110 12,0 18,9 -30,8 54,9 

(4)C Fos (%m/m) -39 37,9 -1,02 0,33 -124 46,9 -19,4 18,9 -62,2 23,4 

1x2 -52 37,9 -1,37 0,20 -138 33,6 -26,0 18,9 -68,9 16,8 

1x3 -3,1 37,9 -0,08 0,93 -88,8 82,6 -1,56 18,9 -44,4 41,3 

1x4 -11 37,9 -2,93 0,01 -197 -25,5 -55,6 18,9 -98,4 -12,7 

2x3 -14 37,9 -0,38 0,71 -100 71,2 -7,20 18,9 -50,1 35,6 

2x4 0,62 37,9 0,01 0,98 -85,1 86,4 0,312 18,9 -42,5 43,1 

3x4 -75 37,9 -1,97 0,07 -160 10,8 -37,4 18,9 -80,3 5,4 

Onde: (1) MPEG (g/mol); (2) CPEG (%m/m); (3) pH; (4) C Fosfato (%m/m) 

Fonte: a autora (2022) 

 

Figura 01- Gráfico Pareto referente à atividade colagenolítica na fase inferior 

(BP) do SDFA realizada de acordo com o planejamento fatorial completo 24 da 

Tabela 02 

 

Fonte: a autora, 2022 

 

Efeitos na Recuperação da Atividade da enzima (Y) 

 

Assim como o coeficiente de partição e atividade colagenolítica, a 

recuperação da atividade (Y) da protease na fase sal (BP) teve efeito 

significativo positivo para concentração a massa molar do PEG, e para a 

interação entre CFOSFATO e MPEG (1*4) efeito negativo, como é possível 

observar pelos ensaios 6 e 8 (10% m/m de fosfato, massa molar do PEG 

8000g/mol) que apresentaram recuperação na atividade da protease de 113% 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Ativ. Enz BP (U/mL)

2**(4-0) design; MS Residual=5746,36

DV: Ativ. Enz BP (U/mL)
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e 84% respectivamente, valores esses que demonstraram um alto rendimento 

da atividade enzimática após a extração e remoção de possíveis inibidores. 

Podendo esse efeito ser observado na tabela (4) e também demostrados 

através do gráfico de Pareto (Figura 2).  

Wanderley et al., (2017) também conseguiram maiores rendimentos 

enzimáticos com menores  concentrações do sal fosfato, 12,5% (p/p), assim 

como Lima e colaboradores (2013) utilizando o SDFA PEG/fosfato 

apresentaram  rendimento de 61,68%, utilizando PEG 8000 (g/mol) e fosfato 

com à concentração de 15% (p/p). 

 

Tabela 4– Análises estatísticas em relação a variável rendimento da 

purificação do SDFA na BP 

 

*Significante    Fonte: A autora (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

Effect Std.Err. t(9) P -95,00% 95,00% Coeff. Std.Err. -95,00% 95,00%

0,70 0,02 29,20 0,00 0,65 0,76 0,71 0,02 0,65 0,76

0,13 0,05 2,52 0,03 0,01 0,26 0,07 0,03 0,01 0,13

-0,01 0,05 -0,30 0,73 -0,14 0,10 -0,01 0,03 -0,07 0,05

0,03 0,05 0,63 0,54 -0,08 0,16 0,02 0,03 -0,04 0,08

-0,05 0,05 -1,00 0,33 -0,18 0,07 -0,03 0,03 -0,09 0,03

-0,07 0,05 -1,30 0,20 -0,20 0,05 -0,04 0,03 -0,10 0,02

0,00 0,05 -0,08 0,94 -0,13 0,12 0,00 0,03 -0,06 0,06

-0,16 0,05 -2,94 0,02 -0,28 -0,04 -0,08 0,03 -0,14 -0,02

-0,02 0,05 -0,38 0,71 -0,14 0,10 -0,01 0,03 -0,07 0,05

0,00 0,05 0,02 0,99 -0,12 0,12 0,00 0,03 -0,06 0,06

-0,11 0,05 -1,98 0,08 -0,23 0,02 -0,05 0,03 -0,11 0,013x4

Effect Estimates; Var.:YB BP (%); R-sqr=,71444; Adj:,39714 (Planej SDFA Rhizopus) 2**(4-0) design; MS 

Residual=,0117273 DV: YB BP (%)

(4)C Fosfato (%m/m)

1x2

1x3

1x4 *

2x3

2x4

Variável ou interação

Mean/Interc. *

(1)MPEG (g/mol) *

(2)CPEG (%m/m)

(3)pH
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Figura 02– Gráfico Pareto referente à variável rendimento da purificação na fase 

inferior (BP) do SDFA realizada de acordo com o planejamento fatorial completo 24 da 

Tabela 02 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: YB BP (%)

2**(4-0) design; MS Residual=,0117273

DV: YB BP (%)
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Fonte: a autora, 2022 

 

Efeitos no fator de purificação (FP) 

 

A razão entre a atividade específica da fase inferior e a atividade 

específica do extrato bruto define o fator de purificação (FP) proporcionado 

pelo SDFA, por esse motivo essa variável tem imensa importância em estudos 

de purificação de enzimas visando principalmente à possibilidade de aplicação 

em indústrias. Como pode ser observado na tabela (2), obtivemos nesse 

estudo um fator máximo de purificação de 62,34%, no ensaio 6. No entanto, os 

resultados não foram significativos, como mostra o gráfico de Pareto abaixo 

(Figura 3). 
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Figura 03– Gráfico Pareto em relação a variável fator de purificação na fase 

inferior (BP) do SDFA realizada de acordo com o planejamento fatorial 

completo 24 da Tabela 2 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: FP BP

2**(4-0) design; MS Residual=271,793

DV: FP BP
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Fonte: a autora, 2022 

 

Entretanto, com base no rendimento e na atividade colagenolítica, foi 

escolhido o ensaio de número 6 para dar continuidade aos experimentos, com 

as seguintes características: MPEG (g/mol) = 8000, CPEG (%m/m) = 12,5, pH do 

tampão fosfato = 8 e CFOS (%m/m) = 10. 

 

Caracterização bioquímica 

 

Os parâmetros, pH e temperatura ótima, bem como a influência dos 

inibidores foram determinados para a caracterização da enzima purificada.  

A caracterização enzimática se faz necessário para conhecer as 

particularidades dos catalisadores como a termo estabilidade e variações ao 

pH, atrelando-se as condições ideais para uma atividade catalítica.  

Conhecer bioquimicamente a enzima viabiliza o emprego da mesma em 

reações industriais que necessitam de produção e duração em larga escala em 

razão do tempo (HAKI, 2003; NIGAM, 2013).  Neste contexto, a enzima foco do 

estudo, mostrou-se muito ativa entre pH 7,0 ~ 9,0 tendo pH 8,0 como ótimo, 

porém abaixo do pH 4,0 ou acima do pH 9,0 a sua atividade diminuiu 

bruscamente como pode ser observado na figura 04. Portanto a enzima foi 
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caracterizada como alcalina, uma vez que manteve os melhores resultados 

para a atividade relativa na faixa alcalina.  

Cardoso e colaboradores (2022) também obtiveram os melhores 

resultados em atividades com pH alcalino (pH 8 e 9) para proteases produzidas 

por A. ochraceus URM604, assim como Amaral et al., (2020), melhor atividade 

na faixa de pH 8~10 para a enzima produzida por A. tamarii Kita UCP1279. 

Resultados semelhantes foram relatados para proteases alcalinas de 

Aspergillus niger (pH 8,0), Davi, (2008), da Silva et al., (2018) Aspergillus 

tamarii URM4634, os quais apresentaram estabilidade ao pH na faixa de (6,0-

12,0), corroborando com os dados desse trabalho.  

 

Figura 04 – Efeito do pH (A) e temperatura (B) na atividade da protease de R. 

microsporus UCP 1296 no SDFA composto por PEG massa molar 8000 g/mol, 

pH 8, concentração de fosfato 10% e concentração de PEG 12,5% 

 

Fonte: a autora, 2022 

A enzima colagenolítica apresenta-se como termoestável em 

temperaturas elevadas em relação à atividade relativa, onde também foi 

verificado que abaixo de 37°C e acima de 65 °C, a atividade enzimática diminui 

gradativamente como pode ser observado na figura 5, podendo essa 

característica ter haver com necessidades adaptativas do microrganismo frente 

às condições climáticas do Bioma Caatinga em especial ao solo onde o fungo 

foi retirado. As mesmas condições foram identificadas para termo estabilidade 

enzimática em temperaturas elevadas, tendo como e temperatura ótima 60  °C 

para enzimas do R. oryzae que possui o mesmo gênero do fungo estudado 

(Kumar et al., 2005).   
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Fonte: a autora, 2022  

A avaliação do efeito dos inibidores sobre a enzima colagenolítica 

extraída mostrou que após 30 min de incubação a 37°C na presença de 10 mM 

de IAA foi mantida uma atividade residual de 77,72% e 67,22% pelo EDTA e 

que houve inibição ao PMSF. Desta forma, considerando a parcial inibição pelo 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e pelo ácido iodo acético (IAA), a 

enzima parece ter porções de metalo e cisteíno proteases.  

De acordo com Patel (2017), os inibidores de proteases podem ser 

agrupados fundamentando-se nos mecanismos de reação envolvidos, a origem 

dos mesmos e por semelhanças na estrutura. Tem grupos que reagem com 

mais de uma protease, tem outros que interagem quimicamente com uma dada 

classe e, ainda, outros inibidores que apresentam alta afinidade por uma 

protease específica. Kumar et al., (2005) também tiveram a enzima 

colagenolítica produzida pelo R. oryzae parcialmente inibida pelo IAA. Amaral 

et al., (2020), Obtiveram 28,86% de inibição por PMSF da atividade 

colagenolítica da enzima produzida por A. tamarii Kita UCP1279 e 16.60% de 

inibição por EDTA para  A. tamarii. 

 

Conclusões 

 

A técnica de purificação via sistema duas fases aquosas (SDFA) foi 

eficaz para a partição e extração da colagenase produzida por Rhizopus 

microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga.  

A melhor condição foi encontrada a 10% de concentração de fosfato, 

12,5% de concentração de PEG, PEG 8000 g/mol e pH 8,0. Esta condição 
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mostrou atividade enzimática de 793U/mL, 113% de rendimento e partição total 

para a fase rica em sal (K 0,05) e 62,34 de fator de purificação.   

A enzima colagenolítica apresenta-se como termoestável em 

temperaturas elevadas em relação à atividade relativa e mostrou-se muito ativa 

entre pH 7,0 - 9,0 tendo pH 8,0 como ótimo. Sugeriu ter porções de metalo e 

cisteíno proteases por inibição do EDTA E IAA, características de interesse 

para diversos processos industriais.  

Portanto o SDFA apresenta-se como um método promissor no 

desenvolvimento de bioprocessos principalmente por ser elaborado de forma 

rápida, eficiente e com baixo custo para purificação de biomoléculas. Dessa 

forma, foi possível estudar as propriedades dessa nova enzima com grande 

potencial em aplicações biotecnológicas.  

.  
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RESUMO  

 

Pernambuco é um dos maiores produtores de aves da Região Nordeste. 

Concomitante a produção está à geração de resíduos, muitas vezes rejeitados 

inadequadamente e acarretando agravos ambientais. O reaproveitamento desses 

resíduos tem sido motivo de preocupação constante. Produtos de inovação 

tecnológica podem ser desenvolvidos à medida que possam contribuir para a 

redução e/ou reutilização desses despejos, tornando o processo uma atividade 

ecosustentável, e que viabilize a diminuição de custos, como forma de agregar valor 

e alicerçar a produtividade. A carne de aves, além de apresentar elevada qualidade 

nutricional, é uma excelente fonte de hidrolisados proteicos e peptídeos bioativos. 

Nesse sentido, os resíduos da indústria aviária apresentam-se como alternativa para 

obtenção de matérias-primas de interesse biotecnológico, como o colágeno. O 

colágeno é uma proteína fibrosa e estrutural, que tem sido explorada nos últimos 15 

anos, graças a fontes alternativas e novas funcionalidades. A produção de peptídeos 

de colágeno com atividade biológica tem se mostrado eficaz no tratamento de várias 

doenças, como artrite, osteoporose e infecções por algumas bactérias. Dessa 

maneira, a busca por novas aplicações médicas, farmacêuticas e alimentícias 

desses peptídeos têm sido incentivadas, para que possam ser desenvolvidos novos 

produtos de valor agregado a partir de resíduos da indústria aviária. Assim, essa 

pesquisa propõe a reutilização de resíduos sólidos de aves como fonte potencial de 

biomoléculas para fornecer um produto novo e aplicável em diferentes segmentos 

industriais, contribuindo para com a consolidação e o fortalecimento da área da 

biotecnologia em Pernambuco.  

 

Palavras-chave: Biotecnologia; Colágeno; Peptídeos de colágeno. 
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ABSTRACT 

 

Pernambuco is one of the largest poultry producers in the Northeast Region. 

Concomitant to the production is the generation of waste, often inappropriately 

rejected and causing environmental damage. The reuse of these wastes has been a 

constant concern. Technological innovation products can be developed to the extent 

that they can contribute to the reduction and/or reuse of these wastes, making the 

process an eco-sustainable activity, and which makes it possible to reduce costs, as 

a way of adding value and underpinning productivity. Poultry meat, in addition to 

presenting high nutritional quality, is an excellent source of protein hydrolysates and 

bioactive peptides. In this sense, waste from the avian industry is an alternative for 

obtaining raw materials of biotechnological interest, such as collagen. Collagen is a 

fibrous, structural protein that has been explored for the past 15 years, thanks to 

alternative sources and new features. The production of collagen peptides with 

biological activity has been shown to be effective in the treatment of various 

diseases, such as arthritis, osteoporosis and infections caused by some bacteria. In 

this way, the search for new medical, pharmaceutical and food applications of these 

peptides has been encouraged, so that new value-added products can be developed 

from waste from the avian industry. Thus, this project proposes the reuse of solid 

waste as a potential source of biomolecules to provide a new product applicable in 

different industrial segments, contributing to the consolidation and strengthening of 

the Biotechnology area in Pernambuco. 

 

Keywords: Biotechnology; Collagen; Collagen peptides. 
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INTRODUÇÃO 

 

As indústrias de processamento de alimentos, especialmente as das aves, 

geram uma variedade de subprodutos, muitos dos quais são descartes devido baixo 

interesse comercial, que não possuem tratamento adequado e acabam sendo 

negligenciados no ambiente, sendo motivo de preocupação da sociedade e pauta 

em discussões para formação de planos de gestão ambiental (DHAKAL et al., 2018; 

OLIVEIRA et al., 2019). Com relação ao mercado de aves, o Brasil tem se 

destacado, a nível mundial, como um dos principais fornecedores de carne de 

frango.  

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(BRASIL, 2018), o Brasil, no ranking mundial, encontra-se em segundo lugar na 

produção e em primeiro lugar na exportação de carne de frango. O despejo em não 

conformidade com a legislação e boas práticas de resíduos sólidos causa alterações 

negativas no solo, na água e no ar. (MOR; KHAIWAL, 2018; PEREZ-SAEZ et al., 

2017). A adoção de técnicas de inovações ambientais precisa estar associada à 

resolução de problemas que envolvem o descarte ambientalmente inadequado de 

resíduos sólidos, além de buscarem aumentar a eficiência dos processos produtivos, 

para diminuição da geração desses materiais (OYAKE-OMBIS; VANVLIET; MOL, 

2015).  

A biotecnologia ambiental como forma de inovação é aplicada no intuito de 

recuperação e de valorização dos resíduos sólidos, sendo de suma relevância para 

a diminuição da extração dos recursos naturais, devido à incorporação das matérias-

primas de valor econômico até então inexplorado (CORTEZ et al., 2017). Os 

resíduos agroindustriais, ou agro-resíduos, são fontes potenciais como matéria-

prima para fornecimento de moléculas de alto valor biológico, como proteínas, 

peptídeos, polissacarídeos, amido, gordura e várias outras moléculas bioativas, tais 

como minerais, vitaminas e nutrientes (DHAKAL et al., 2018).  

Os subprodutos de aves foram relatados como ricos em proteínas, como 

penas de frango, sangue, cabeças e pés. Sendo rico em colágeno, os pés de 

galinha são usados principalmente em ração animal e produtos de carne de baixo 

custo. Os valores econômicos dos pés de galinha são aumentados pela extração e 

caracterização do colágeno.  
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O colágeno pode ser definido como uma glicoproteína da matriz extracelular, 

composta de três cadeias polipeptídicas (denominadas cadeias ∞) enroladas em 

uma configuração helicoidal (ROSS & PAWLINA, 2017). Foram relatados pelo 

menos 29 tipos diferentes de colágeno, que são classificados de acordo com sua 

estrutura em: estriado (fibroso), não fibroso (formador de rede), microfibrilar 

(filamentoso) e associado às fibrilas (DAMODARAN et al., 2010). 

As fibras colágenas foram assim denominadas porque da sua cocção foi 

obtida uma gelatina usada como cola (do grego kolla, cola; gennaein, gerar), são 

constituídas pelo primeiro colágeno identificado: o colágeno do tipo I. (GENESER et 

al., 2015).  Segundo Franzen e colaboradores, (2013) o colágeno do tipo I é o mais 

abundante constituindo cerca de 80% do colágeno do organismo. É o tipo de 

colágeno mais desejado pelas indústrias devido às suas propriedades físico-

químicas e mecânicas, tornando-se alvo para a produção de biomateriais (OLIVEIRA 

et al.,  2017).  Essa proteína, bem como seus hidrolisados associados, possuem 

características desejáveis como exemplo a baixa periculosidade para a saúde 

humana, capacidade de retenção de água em escala molecular, são nutrientes 

biológicos essenciais e podem atuar como partículas transportadoras (MORIMURA 

et al., 2002). Outras características importantes são alta similaridade da sequência 

de aminoácidos entre as diversas espécies, sua estabilidade conformacional, 

abundância na matriz extracelular e sua capacidade de suportar a adesão e 

proliferação celular (CAMPOS, 2008).  

A utilização do colágeno e seus peptídeos como biomateriais, bem como suas 

aplicações comerciais, têm aumentado cada vez mais. Produtos naturais com 

múltiplas funções, como o colágeno e seus peptídeos, atraem interesse e 

necessidade de estudos voltados a seus desenvolvimentos (WATANABE, 2004). 

Recentes avanços tecnológicos criaram grande interesse no uso de peptídeos de 

fontes alternativas que possuem atividades biológicas importantes como ações 

antioxidantes, anti-hipertensivas, antimicrobianas e promotoras da digestão para um 

efeito neuroprotetor, incluindo baixa toxicidade e alta especificidade, tornam essas 

moléculas de particular interesse para as indústrias de medicamentos (DE CASTRO; 

SATO, 2015).  

 Nessa pesquisa foi extraido colágeno obitido de resíduos agroindustriais de 

fonte aviária com o objetivo na obtenção de peptídeos bioativos do colágeno através 

da hidrólise enzimática.  
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METODOLOGIA 

 

Obtenção dos Subprodutos  

 

Os resíduos sólidos do manejo avícola foram obtidos de granjas localizadas 

na região metropolitana do Recife para aproveitamento biotecnológico onde foram 

adquiridos pés de galinha. Após a obtenção destes resíduos, os mesmos foram 

cortados em pedaços de aproximadamente 5 cm e estes foram armazenados em 

freezer para serem posteriormente utilizados na etapa de extração do colágeno.  

 

Extração do colágeno  

 

O colágeno utilizado foi extraído dos resíduos obtidos no item anterior de 

acordo com metodologia de Saiga et al., (2006) adaptada. Onde, foi utilizado um 

quilograma de resíduo que será colocado a 100 °C, em 1,5 L de solução aquosa, por 

2 horas. Após a fervura, o sobrenadante foi filtrado e centrifugado a 1000 rpm para 

remoção do precipitado e em seguida foi novamente filtrado, feito isso o extrato 

obtido nesta etapa foi levado freezer para ser congelado e em seguida liofilizado. 

 

Caracterização do colágeno  

 

FTIR (Espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier)  

 

 Com a finalidade de avaliar a estrutura molecular do colágeno isolado, foram 

realizadas análises utilizando um Espectrômetro FT-IR Vertex 70 - Bruker, através 

do método pastilha de KBr, os espectros resultantes foram analisados usando o 

software Opus. Para isso, 1 mg de amostra de colágeno liofilizado foi misturada na 

proporção de aproximadamente 1:100 com brometo de potássio seco (KBr) 

(espectro puro) e prensado em pellets sob condições secas. Os testes foram 

realizados há uma temperatura de 21 ºC, na região do infravermelho: 4000-650 cm-1, 

tendo seu resultado obtido em transmitância.  
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Hidrólise do colágeno  

 

 A hidrólise enzimática realizada nessa etapa foi realizada utilizando 

colagenase comercial de Clostridium histolyticum (SIGMA Chemical Co., St Louis, 

MO).  Foram analisadas as seguintes variáveis: concentração enzimática e 

concentração do substrato. O grau de hidrólise foi determinado pelo teor de 

aminoácidos livres antes e após hidrólise, utilizando o método da L-leucina e a 

dosagem das proteínas totais, utilizando o método BCA - Ácido Bicinconínico (Smith 

et al., 1985).  

 

Separação dos peptídeos bioativos por filtros  

 

 Com intuito de separar os peptídeos obtidos após a hidrólise do colágeno, o 

extrato foi filtrado utilizando filtro de baixo peso molecular (10 KDa), após 

centrifugação por 20 min, a 4 °C, 6.000 rpm. 

  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

FTIR (Espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier) 

 

A figura 1 mostra os espectros FT-IR do colágeno extraído dos resíduos 

obtidos do pé de galinha, onde se podem visualizar os cinco picos nas regiões 

características das ligações amida que são os marcadores mais comuns da 

conformação da estrutura polipeptídica. Esses picos correspondem aos aminoácidos 

e iminoácidos (prolina e hidroxiprolina) das moléculas intactas de colágeno 

conhecidas como bandas amida A, amida B, amida І, amida ІI e amida ІІI (OLIVEIRA 

et al., 2019).  
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Figura 1- Espectros de FTIR do colágeno extraído do pé de galinha 

 

Fonte: a autora, 2022 

 

O espectro apresentou bandas comuns a proteínas e estão de acordo com a 

estrutura molecular do colágeno sendo possível verificar bandas características de 

aminas primárias (A) em 3293 e 3401 cm-¹. As bandas em 1650 e 1653 são 

reportadas como sendo devido ao estiramento C=O de grupos amida, também 

conhecidos como amida I. As bandas em 1239 e 1243 cm- ¹ correspondem a 

vibrações típicas de proteínas conhecidas como amida III, resultante de estiramento 

vibracional de ligações C-N, tendo apresentado também a banda conhecida como 

amida II, resultante de dobramento de ligações N-H.  

De acordo com Muyonga et al., (2004) e Veeruraj et al.,(2013), a banda 

denominada amida A está relacionada com o estiramento N-H. As vibrações de 

estiramento N-H livre ocorrem entre 3400 e 3440 cm-1 e quando o número da onda é 

deslocado para uma frequência mais baixa (~3300 cm1) significa que um grupo N-H 

na molécula de colágeno está unido a um hidrogênio e isso e ajudar a manter a 

estrutura helicoidal tripla. Através da relação da absorbância das bandas em 

1235cm-1 e 1450cm-1 que se referem à banda da amida III e estereoquímica dos 

anéis pirrolidínicos, pode-se verificar a integridade da hélice tripla do colágeno. A 

primeira é sensível à presença de estrutura secundária do tropocolágeno, já a 

segunda independe dessa estrutura. Sendo assim, por meio da determinação da 

razão entre as absorbâncias nas bandas de números de onda 1235 e 1450 cm-1 
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podemos avaliar a integridade da hélice tripla. Segundo Ahmad e Benjakul, (2010), é 

possível verificar a integridade da tripla hélice do colágeno através da razão entre as 

absorbâncias da banda denominada Amida III, associada ao estiramento vibracional 

de ligações C-N e da banda em 1452 cm-1, associada a deformação de grupos C-H 

do anel pirrolidínico da prolina e da hidroxiprolina.  

 

Hidrólise do Colágeno obtido de Fonte Aviária 

 

Para realizar a hidrólise do colágeno foi utilizado uma enzima comercial de 

Clostridium histolyticum (SIGMA Chemical Co.) a uma temperatura de 37 º C e pH 

7,0 parâmetros definidos pelo fabricante para ativação da enzima. Em seguida, foi 

feito uma análise da influência da concentração do substrato na hidrólise do 

colágeno, onde foram avaliados pelos métodos de dosagem de aminoácidos livres, 

utilizando a L- PA GE 28 leucina como padrão, e a dosagem de proteínas totais, 

através do BCA - Ácido Bicinconínico. Na dosagem de aminoácidos livres a L-

leucina foi dosada em várias concentrações diferentes, gerando uma curva, onde 

aumentando a concentração de L-leucina aumentou também a absorbância, a partir 

disto pode-se calcular a equação linear. Através da obtenção da curva de L-leucina 

foi possível aplicar e converter as absorbâncias obtidas nas dosagens dos 

hidrolisados de colágeno e obter a concentração de aminoácidos livres. No método 

BCA - Ácido Bicinconínico (SMITH et al., 1985), ocorre a formação de complexo 

colorido com BCA, pela redução do Cu⁺², em meio alcalino, com proteínas (ZAIA et 

al., 1998). Segundo Smith et al., (1985), a coloração da reação produzida por este 

ensaio é formada pela quelação de duas moléculas do ácido bicinconínico (BCA) 

com um íon cobre, a detecção colorimétrica e quantificação de proteínas totais pelo 

método BCA é dada pela redução do íon Cu⁺² para Cu⁺¹, pelas proteínas em meio 

alcalino (reação do biureto) e o cátion cobre (Cu+), é detectado colorimetricamente.  

Assim como na dosagem de aminoácidos livres, a concentração de proteínas 

no método BCA é geralmente determinada e relatada em relação a padrões de uma 

proteína comum, tal como albumina de soro bovino (BSA) e a concentração de cada 

amostra desconhecida é determinada com base em uma curva de calibração. 

 O colágeno extraído foi dosado pelos dois métodos nas concentrações de 

2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 mg/mL. Em ambas as metodologias foram possíveis 
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observar o mesmo comportamento, visualizando um mesmo padrão na curva de 

concentração. Viu-se que à medida que aumentava a concentração de colágeno, 

consequentemente aumentava a dosagem de aminoácidos livres e de proteínas 

totais. Onde, na concentração de 15 mg/mL de colágeno foi possível identificar as 

maiores concentrações 153,92 𝜇g/mL e 935 𝜇g/mL de aminoácidos livres e proteínas 

totais, respectivamente, como pode ser visualizado nas Figuras 2 e 3. 

 

Figura 2- Gráfico da dosagem de Aminoácidos livres frente a diferentes 

concentrações do colágeno extraído do pé de galinha 

 

Fonte: a autora, 2022 

 

Figura 3- Gráfico da dosagem de Proteínas Totais frente a diferentes 

concentrações do colágeno extraído do pé de galinha 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: a autora, 2022 

 

A partir destas análises, definiu-se como método para os demais testes a 

dosagem de proteínas totais, pois para hidrólise do colágeno utilizando aminoácidos 
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livres o ideal seria utilizar a hidroxiprolina como padrão, por se tratar de um 

aminoácido exclusivo do colágeno, seria um melhor parâmetro quando comparado a 

L-leucina. 

 

Separação de peptídeos utilizando filtro de baixo peso molecular 

 

Os peptídeos obtidos através da hidrólise do colágeno foram submetidos a 

separação utilizando filtro de baixo peso molecular. Esta etapa visava a filtração do 

pool de peptídeos e consequentemnte a obtenção de peptídeos separados por 

tamanho. Para isto, foi utilizado uma membrana de filtração de baixo peso molecular 

de 10 KDa. Com esta etapa os peptídeos extraídos do colágeno do pé da galinha 

puderam ser separados em três frações: pool de peptídeos, peptídeos < 10 KDa e 

peptídeos > 10 KDa, que obtiveram uma dosagem de proteínas totais de 1573 

𝜇g/mL, 901,19 𝜇g/mL e 671,67 𝜇g/mL, respectivamente (Figura 4). Estas três frações 

foram utilizadas nos testes posteriores, a fim de avaliar se estes peptídeos possuiam 

atividade biológica. 

 

Figura 4: Gráfico da dosagem de proteínas totais das 3 frações obtidas após 

hidrólise 

Fonte: a autora, 2022 

 

Conclusão 

 

Um novo processo de extração do colágeno obitido de resíduos 

agroindustriais de fonte aviária foi realizado de acordo com metodologia de Saiga et 

al., (2006) adaptada. O extrato obtido foi congelado e em seguida liofilizado. 
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A fim de avaliar a estrutura molecular do colágeno isolado, foram realizadas 

análises utilizando um Espectrômetro FT-IR Vertex 70 - Bruker, através do método 

pastilha de KBr. Os espectros FT-IR do colágeno extraído dos resíduos obtidos do 

pé de galinha apresentaram cinco picos nas regiões características das ligações 

amida que são os marcadores mais comuns da conformação da estrutura 

polipeptídica. Esses picos correspondem aos aminoácidos e iminoácidos (prolina e 

hidroxiprolina) das moléculas intactas de colágeno conhecidas como bandas: amida 

A, amida B, amida І, amida ІI e amida ІІI; 

A hidrólise enzimática foi realizada utilizando colagenase comercial de 

Clostridium histolyticum (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO), o extrato obtido foi 

filtrado utilizando filtro de baixo peso molecular (10 KDa). Foi possível então obter 3 

frações distintas: pool de peptídeos, peptídeos < 10 KDa e peptídeos > 10 KDa. 

Essas 3 frações foram utilizadas para dar seguimento com os testes de atividade 

biológicas. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 O fungo Rhizopus microsporus UCP 1296 isolado do solo da Caatinga 

demonstrou produzir grandes quantidades de colagenase extracelular, em 

fermentação submersa, utilizando apenas gelatina como fonte de carbono. A 

produção da enzima colagenolítica atingiu o ápice com 120 horas de 

fermentação com 550 U/mL da enzima colagenolítica, biomassa de 0,42 g/L e 

atividade colagenolítica específica de 808,23 U/mg . Esses valores obtidos 

nesse estudo são de grande importância, pois não foi encontrado na literatura 

científica relatos da produção de colagenase pelo fungo utilizado nesse 

experimento, além disso, esse valor é muito maior do que outros resultados 

publicados para outros microrganismos. 

Um planejamento fatorial completo 24, foi utilizado para a otimização das 

condições do cultivo e como resultado obtivemos um aumento da produção 

enzimática em cerca de 32%. 

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) foi utilizado para a purificação 

da colagenase produzida pelo R. microsporus. O modelo estudado apresentou 

bons resultados na purificação parcial da colagenase. A enzima migrou para a 

fase inferior em todos os ensaios, onde foram observados os valores mais 

elevados de atividade colagenolítica de 793 U/mL, usando PEG 8000 g/mol a 

12,5% (m/m) de concentração, pH 8,0 e concentração  de fosfato a 10,0% 

(m/m). 

A análise estatística relacionada à atividade enzimática mostrou que 

apenas a massa molar do PEG (MPEG (g/mol) e a concentração de fosfato (C 

Fosfato (%m/m), foram significativas, indicando que a maior massa molar 

favoreceu a uma maior atividade enzimática. Com o planejamento fatorial 24, o 

ensaio denominado (6) apresentou um rendimento em purificação do SDFA de 

113%, e fator em purificação de 62,34%. 

Parâmetros como: temperatura, pH e inibidores foram avaliados para a 

caracterização parcial da enzima. Neste contexto, a enzima mostrou-se muito 

ativa entre pH 7,0 ~ 9,0 tendo pH 8,0 como ótimo, porém abaixo do pH 4,0 ou 

acima do pH 9,0 a sua atividade diminuiu bruscamente. Portanto a enzima foi 

caracterizada como alcalina. A enzima colagenolítica apresenta 

termoestabilidade em temperaturas elevadas onde também foi verificado que 
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abaixo de 37 °C e acima de 65 °C, a atividade enzimática diminui 

gradativamente. A avaliação do efeito dos inibidores mostrou que a atividade 

residual pelo IAA e EDTA foram mantidas em 77,72% e 67,22% 

respectivamente, e que houve inibição ao PMSF. Desta forma, a enzima 

parece ter porções de metalo e cisteíno proteases.  

Os resultados sugerem que a enzima produzida apresenta-se como um 

produto biotecnológico promissor com aplicabilidade em diversas áreas. 
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                                  APÊNDICES 

 

 

Os apêndices abaixo são referentes às atividades 

realizadas que não constam nos objetivos, mas foram 

desenvolvidas durante o período do doutorado. 
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6 APÊNDICE - A 

 

Síntese das nanopartículas magnéticas 

 

A produção das nanopartículas de magnetita foi realizada segundo a 

metodologia de Duarte Neto (2018). Soluções de FeCl3.6H2O 1,1 M e 

FeCl2.4H2O 0,6 M foram adicionadas a 50 mL de água destilada, sob agitação 

magnética, e uma solução de NaOH 5M foi adicionada até pH 10. Em seguida, 

a mistura foi aquecida a 50 °C, por 30 minutos, sob constante agitação. Após, 

as nanopartículas foram vigorosamente lavadas com água destilada até atingir 

o pH 7. O material foi seco e mantido a 25 °C até o uso.  

 As nanopartículas produzidas foram revestidas com anilina através da 

polimerização oxidativa. As nanopartículas foram tratadas com KMnO4 0,1 M 

(50 mL), a 25 °C por 1 hora. As partículas magnéticas tratadas com o KMnO4 

foram então imersas em uma solução contendo 50 mL de anilina 0,5 M (em 

HNO3 1M). A polimerização ocorreu a 4°C por 1 hora. Em seguida, as 

nanopartículas revestidas com polianilina (mPANI) foram lavadas com água 

destilada, ácido cítrico 0,1 M e lavadas novamente com água destilada. 

Finalmente, o material seco foi mantido a 25 °C até o uso.  

 

Imobilização da colagenase em nanopartículas magnéticas 

 

 As nanopartículas revestidas com polianilina (mPANI) foram ativadas 

com glutaraldeído (GLUT) a 2% (v/v). Com o auxílio de campo magnético 

gerado a partir de um ímã, as partículas forma lavadas com o tampão 

adequado para a colagenase (Tris-HCl 0,05 M, pH = 8). Após retirada do 

tampão, as mPANI foram colocadas em contato com 1 mL da colagenase 

purificada, onde ficaram sob homogeneização constante por 2 horas. Em 

seguida, a enzima purificada foi retirada e as mPANI contendo a enzima 

imobilizada foi guardada em tampão até o uso. 

A atividade colagenolítica foi verificada com a solução padrão de azocoll 

e a absorbância medida por espectofotômetro a 520nm.  
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Com relação aos resultados de imobilização das enzimas 

colagenolíticas, a enzima produzida por R. microsporus UCP 1296 e a 

colagenase comercial apresentaram os melhores rendimentos com valores 

acima de 700 U/mL de atividade colagenolítica após imobilização em 

nanopartículas magnéticas, selecionadas desta forma, para os próximos 

ensaios de caracterização, figura 1. 

 

Figura 1- Sequência das etapas para formação das nanopartículas magnéticas 

e testes com enzima imobilizada com a colagenase fúngica e comercial. 

 

Fonte: a autora 

 

Figura 2- Comparação das atividades colagenolíticas das enzimas 

imobilizadas em nanopartículas magnéticas (U/mL) 

 

Fonte: a autora 

0 100 200 300 400 500 600 700 800

R. microsporus UCP 1296

Colagenase comercial
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8 APÊNDICE - B 

 

Atividades Biológicas dos Peptídeos  

 

Atividade antioxidante 

 

Os experimentos foram realizados usando o ensaio ABTS (Re et 

al.,1999) que implica a formação de 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina- Ácido 6-

sulfônico) (ABTS), cromóforo radical por oxidação de ABTS com persulfato de 

potássio e seus resultados foram calculados e plotados como uma função da 

concentração do antioxidante de referência (Trolox).  

A atividade de eliminação de radicais ABTS das três frações (pool de 

peptídeos, < 10 KDa e > 10 KDa) foram 64, 70 e 16%, que foram 

significativamente diferentes. As atividades e concentrações do radical ABTS 

também apresentaram correlação (R2 = 0,9917, p <0,05). O ensaio de 

eliminação de radicais ABTS é um método simples e rápido que tem sido 

amplamente aplicado para analisar as atividades de eliminação de radicais de 

compostos hidrofílicos e hidrofílicos (KETNAWA, WICKRAMATHILAKA, & 

LICEAGA, 2018; PHONGTHAI et al., 2018).  

 Neste estudo, a fração de peptídeos < 10 KDa se mostrou mais eficiente 

na capacidade de eliminar o radical ABTS quando comparado ao pool de 

peptídeos e aos peptídeos > 10 KDa. Como padrão desse ensaio foi utilizado 

antioxidante de referência Trolox. Os resultados foram expressos em TEAC 

(atividade antioxidante equivalente ao Trolox) (Tabela 1). 

 

Tabela 1- TEAC do pool de peptídeos, peptídeos < 10 KDa e peptídeos > 10 

KDa. 

Amostras Equivalente [Trolox] (mM) % Inibição 

< 10 kDa 333,5 70% 
> 10 kDa  55,25 16% 

Pool 288,5 64% 
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Atividade Antimicrobiana 

 

A atividade antibacteriana foi realizada através da determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) utilizando o método de microdiluição em 

caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2020). Inicialmente, o caldo Müeller Hinton (CMH) foi adicionado em placas de 

microdiluição, em seguida, a solução de peptídeos foi adicionada por diluição 

seriada. As suspensões dos isolados clínicos bacterianos foram ajustadas na 

densidade de 0,5 da escala de McFarland, e em seguida, depositadas nos 

poços, obtendo uma concentração final de 105 UFC/poço. Posteriormente, foi 

feita a leitura por espectrofotometria utilizando leitor de placa de Elisa no 

comprimento de onda de 620 nm (Multiskan FC - Thermo Scientific). A CIM foi 

determinada como a menor concentração capaz de inibir mais de 90% do 

crescimento microbiano.  

 As três frações de peptídeos foram testadas frente a oito diferentes 

cepas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus MRSA 

ATCC 33591, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli NCTC 13864, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella pneumoniae KPC ATCC 

700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Acinetobacter baumannii 

ATCC19606) (Quadro 1).  

 

Quadro 1- Atividade antibacteriana de peptídeos frente diferentes cepas 
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Onde: ATCC: American Type Culture Collection; MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus; NCTC: National Collection of Type Cultures; KPC: Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase. 

 

  Como pode ser visualizado no Quadro 1, observou-se que os peptídeos 

não apresentaram atividade antimicrobiana frente aos isolados das diferentes 

cepas. Os resultados são representados na tabela com sinais de maior que (>), 

pois os peptídeos não apresentaram atividade na concentração testada das 3 

frações (469, 335 e 450 µg/mL), porém isto não quer dizer necessariamente 

que estes peptídeos não possuam atividade antimicrobiana. A estratégia a ser 

seguida é aumentar a concentração das três frações, em quantidades maiores 

que (>) as testadas (469, 335, 450 µg/mL), para a partir daí poder afirmar que 

estes peptídeos possuem ou não possuem atividade antimicrobiana. É 

importante esta estratégia de aumento na concentração, pois as concentrações 

testadas foram submetidas a diluições seriadas nos poços da placa, e a 

quantidade final em cada poço pode não ter sido suficiente para inibir as cepas 

testadas. 

 

Atividade Antiproliferativa 

 

 Os peptídeos foram testados em células de Adenocarcinoma Humano 

da glândula mamária (MDA-MB-231) obtida do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ). Os peptídeos nas concentrações testadas do pool (46,9 

µg/mL) (Tabela 2), dos peptídeos > 10 kDa (45 µg/mL) (Tabela 3) e peptídeos 

< 10 kDa (33,5 µg/mL) (Tabela 4) não apresentaram atividade antiproliferativa. 

Porém, assim como visualizado nos testes de atividade antimicrobiana, nos 

testes de atividade antirpoliferativa as frações também passaram por diluições 

seriadas o que fez com que a concentração inicial caísse. Por isto, para esta 

atividade será abordado à mesma estratégia de aumento da concentração 

inicial dos peptídeos para que assim quando estes passem pelas diluições 

ainda tenham uma quantidade significativa de peptídeos e assim avaliar se 

estes possuem atividade antiproliferativa ou não. 
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Tabela 2- Viabilidade celular do Pool peptídeos em células de MDA-MB-231 

[µg/mL] 46,9 23,4 11,7 5,8 2,9 
Média 100,3 93,9 103 101,2 73,9 
Desvio padrão 6,2 7,1 8,4 11,7 12 

 

Tabela 3- Viabilidade celular do >10KDA em células de MDA-MB-231 

[µg/mL] 45 22,5 11,25 5,62 2,81 
Média 102 90,1 90,9 92,6 91,2 
Desvio padrão 7,1 11,6 7,4 6,7 9,4 

 

Tabela 4- Viabilidade celular do <10KDA em células de MDA-MB-231 

[µg/mL] 33,5 16,7 8,38 4,19 2,09 
Média 94,4 92,2 97,4 96,8 120,7 
Desvio padrão 8,8 7,9 10,7 8,1 8,1 
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