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RESUMO 

 

A aplicação das proteases colagenolíticas é de grande importância na área médica e na 
atividade industrial, apresentando as mais variadas aplicações tanto no âmbito terapêutico 
como biotecnológico. Proteases colagenolíticas podem hidrolisar tanto colágeno nativo como 
desnaturado, tornando-se cada vez mais comercialmente importantes. Entre as várias fontes de 
proteases colagenolíticas, as proteases microbianas desempenham um papel importante na 
contabilidade de processos biotecnológicos. Este estudo propôs selecionar das amostras de 
Bacillus sp. isoladas de solo, as que apresentaram a melhor produção de proteases 
colagenolíticas e caracterizar a enzima. Para a seleção de bactérias produtoras de proteases, 
oito amostras de Bacillus sp. foram reativadas em caldo Mueller-Hinton e semeadas em meio 
Agar gelatina/leite 1%(p/v). Para determinar a atividade de protease colagenolítica, as 
bactérias foram semeadas em meio de cultura sólido com colágeno insolúvel 0,25% (p/v) de 
substrato.  As colônias que apresentaram halo hialino da degradação foram submetidas a 
testes bioquímicos para a confirmação taxonômica. Dois sucessivos planejamentos fatoriais 
completos 23 com quatro repetições no ponto central foram elaborados para a análise das 
faixas de pH, temperatura e concentração de substrato. Das oito amostras reativadas, duas 
apresentaram atividade de protease colagenolítica. A maior atividade colagenolítica de 
Bacillus sp. foi 86,27 U/mL com atividade específica de 145,18 U/mg em pH 9,0 a 37 °C com 
1,5 % (p/v) de concentração de substrato. A máxima atividade enzimática colagenolítica de 
Bacillus stearothermophilus foi 79,38 U/mL com atividade específica de 136,92 U/mg em pH 
7,2 a 25 °C com concentração de substrato a 1 % (p/v). Ambos os extratos enzimáticos 
tiveram atividade ótima em pH 9,0 a 50 °C, mantiveram-se estáveis na faixa de pH alcalino e 
entre as temperaturas de 45 a 60 °C. Os resultados demonstraram que a produção de enzimas 
colagenolíticas por Bacillus sp. DPUA 1728 e B. stearothermophilus DPUA 1729 apresentam 
potencial biotecnológico . 

 

Palavras-chave: protease colagenolítica, Bacillus spp, planejamento fatorial, solo



 

 

ABSTRACT 

 

Application of collagenolytic proteases has major importance in medical and industrial 
activity, with the most varied applications, as far in therapeutic scope as biotechnological. 
Collagenolytic proteases can hydrolyze both native collagen as denatured collagen, becoming 
increasingly commercially important. Among the various sources of collagenolytic proteases, 
the microbial proteases show an important role in biotechnological processes. This study 
proposed to select samples of Bacillus sp. isolated from soil, those which showed the best 
production of collagenolytic proteases and characterize the enzyme. For selection of bacteria  
protease producer, eight samples from Bacillus sp. were reactivated in Mueller-Hinton broth 
and plated on Agar gelatin/milk 1 % (w/v). To determine the protease collagenolytic activity, 
bacteria were plated on solid medium with insoluble collagen 0.25 % (w/v) substratum. The 
colonies that showed hyaline halo of degradation were subjected to biochemical tests to 
confirm the taxonomy. Two successive 23 full factorial design with four replications at the 
center point were prepared for analysis of tracks of pH, temperature and substrate 
concentration. Eight samples reactivated, two had protease collagenolytic activity. The most 
collagenolytic activity of Bacillus sp. was 86.27 U / mL with specific activity 145.18 U / mg 
at pH 9.0 at 37 ° C with 1.5% (w / v) substrate concentration. Maximum collagenolytic 
enzyme activity of Bacillus stearothermophilus was 79,38 U / mL with specific activity of 
136.92 U / mg at pH 7.2 at 25 ° C with substrate concentration of 1% (w / v). Both enzymatic 
extracts were optimally active at pH 9.0 at 50 ° C, remained stable in the range of alkaline pH 
and temperatures between 45 to 60 ° C. The results showed that the production of 
collagenolytic enzymes by Bacillus sp. DPUA 1728 and B. stearothermophilus DPUA 1729 
have potential biotechnological 

 
Keywords: collagenolytic protease, Bacillus spp, factorial design, soil 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O colágeno é a maior classe de proteína fibrosa insolúvel encontrada na matriz 

extracelular e nos tecidos conectivos. Tem como principais características sua conformação 

em hélice tripla e seu conteúdo de aminoácidos, no qual a quantidade de resíduos de 

hidroxiprolina presente é muito superior à quantidade encontrada nas outras proteínas 

existentes na natureza (HARRINGTON, 1996). Devido a sua estrutura rígida, apenas um 

número limitado de proteases pode decompor o colágeno, como as proteases colagenolíticas. 

As proteases de micro-organismos têm sido amplamente utilizadas em vários campos, como 

por exemplo, no processo de fabricação industrial de detergentes, indústria de alimentos e 

farmacêutica, pelo fato que, grandes quantidades podem ser produzidas rapidamente e com 

um baixo custo.  

A aplicação das proteases colagenolíticas é de grande importância na área médica e na 

atividade industrial, apresentando as mais variadas aplicações no âmbito biotecnológico. 

Proteases colagenolíticas podem hidrolisar tanto colágeno nativo e desnaturado, tornando-se 

cada vez mais comercialmente importantes (PARKS, 1999). Estas têm sido aplicadas no 

mercado significativo da indústria alimentícia, experimentalmente, onde fora demonstrado 

que a administração oral de peptídeos de colágeno previne a osteoporose, protege contra a 

úlcera gástrica, relaxa, combate a hipertensão e estimula o metabolismo da pele 

(WATANABE, 2004). Devido a isso, os peptídeos de colágeno são muitas vezes adicionados 

a diversos alimentos e bebidas. Além disso, essas proteases podem ser também de grande 

importância para o biocontrole agrícola (LABADIE et al., 1997). 

Entre as várias fontes de proteases colagenolíticas, as proteases microbianas 

desempenham um papel importante na contabilidade de processos biotecnológicos, 

aproximadamente 59% do total de enzimas usadas (CHU, 2007), tais como: Clostridium 

histolyticum, Vibrio alginolyticus e Porphyromonas gingivalis (WU et al., 2010). Estes micro-

organismos, no entanto são patógenos, que potencialmente produzem toxinas. Neste caso, 

podem comprometer a aplicação das proteases colagenolíticas. Na literatura, micro-

organismos, que são geralmente considerados seguros para a produção de colagenase, foram 

selecionados a partir do solo, água e caviar, como Bacillus alvei (KAWAHARA et al., 1993), 

Bacillus sp.. (OKAMOTO et al., 2001), Bacillus subtilis (TRAN e NAGANO, 2002), 

Streptomyces sp. (PETROVA et al., 2006), Bacillus pumilus (WU et al., 2010), entre outros. 

No entanto, a colagenase, comercialmente disponível, é produzida por Clostridium 

histolyticum, mas, devido ao elevado custo comercial na utilização das proteases 
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colagenolíticas, torna-se necessário a busca de novos micro-organismos produtores desta 

protease. 

Proteases produzidas por Bacillus apresentam-se comercialmente mais disponíveis. O 

gênero Bacillus apresenta-se como uma das mais importante fonte de diversas enzimas 

microbianas comerciais, podendo ser cultivado sob diferentes condições de temperatura e pH, 

originando produtos mais estáveis em uma ampla gama de ambientes (GENÇKAL, 2004). 

Bactérias do gênero Bacillus são normalmente encontradas em solo, as linhagens de Bacillus 

possuem capacidade para produzir e secretar grandes quantidades (20-25 g/L) de enzimas 

extracelulares, características que as coloca entre as mais importantes produtoras de enzimas 

industriais (SCHALLMEY et al., 2004). Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias 

do gênero Bacillus como produtoras de proteases colagenolíticas. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Colágeno 

 

Os colágenos são uma família de proteínas fibrosas encontradas na matriz extracelular 

e nos tecidos conectivos. Destacam-se por formar fibras insolúveis que têm uma grande força 

de tensão. As proteínas fibrosas apresentam propriedades que conferem resistência mecânica, 

flexibilidade e suporte às estruturas nas quais são encontradas. Essas proteínas possuem 

cadeias polipeptídicas arranjadas em feixes, consistindo tipicamente um único tipo de 

estrutura secundária, além de serem insolúveis em água, devido à elevada ocorrência de 

aminoácidos hidrofóbicos tanto na parte externa como interna da proteína (LEHNINGER, 

2002). Essas proteínas são secretadas pelas células do tecido conjuntivo e por uma grande 

variedade de outros tipos celulares. Como principal componente da pele e dos ossos, elas são 

proteínas mais abundantes nos mamíferos, constituindo cerca de 25 % da massa proteica total 

desses animais (ALBERTS et al., 2004). 

O colágeno é composto por três cadeias alfa de aproximadamente 1000 resíduos de 

aminoácidos e é organizada com uma hélice para a esquerda, contendo três aminoácidos por 

volta, e o terceiro é sempre uma glicina.  Desta maneira, a cadeia alfa é composta de vários 

trípletes de sequências Gly-X-Y, nas quais X e Y podem ser quaisquer aminoácidos porém, 

comumente, X é uma prolina e Y uma hidroxiprolina, o colágeno é a única proteína existente 

na natureza que tem elevado conteúdo em hidroxiprolina. Cada cadeia-α combina-se com 

outras duas para formar uma molécula helicoidal de três fitas de cadeias ligadas por pontes de 

hidrogênio, chamado procolágeno (figura 1) (ALBERTS et al., 2004). Essa estrutura proteica 

justifica as propriedades físicas e biológicas dos colágenos: rigidez, solidez e estabilidade. 

Diferentes tipos celulares podem sintetizar colágeno, dependendo de cada tecido (VARGAS 

et al., 1997) e esta conformação de tripla hélice faz o colágeno ser resistente à maioria das 

proteinases.  

As enzimas que podem clivar esta estrutura são conhecidas como enzimas 

colagenolíticas (incluindo as enzimas catepsina K. e a elastase). A catepsina K quebra o 

colágeno I em um meio ácido especializado primariamente na reabsorção óssea. As elastases 

consideradas serino proteases são responsáveis pela clivagem das elastinas. As demais 

enzimas colagenolíticas agem em pH neutro, e são membros da família das  metaloproteinases 

de matriz (MMPs), sendo produzidas por diversos tecidos, incluindo as células estromais, 

epiteliais, macrófagos e leucócitos (JUCÁ et al., 2008, DABOO et al., 2010). A unidade 
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estrutural básica do colágeno na sua forma intacta é chamada de tropocolágeno, o qual possui 

uma massa em torno de 285 kD. A gelatina, um produto alimentar derivado do colágeno 

apresenta um pequeno valor nutricional como proteína, porque o colágeno é bem pobre em 

diversos aminoácidos essenciais para a dieta humana. O conteúdo não habitual de 

aminoácidos do colágeno está relacionado às restrições estruturais e características da hélice 

(LEHNINGER, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As moléculas de tropocolágeno interagem entre si, formando as microfibrilas, menor 

unidade estrutural do tecido conjuntivo. Estas, também se agregam formando as fibrilas, que 

posteriormente se unem para formar as fibras que compõem a matriz colagênica dos tecidos 

(KADLER et al., 1993). Este processo é chamado de fibrilogênese e é dependente da 

temperatura, pH e força iônica do meio (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura molecular e helicoidal do colágeno. (A) Modelo para uma 
única cadeia. (B e C) Modelos representativos do procolágeno. Fonte: Vargas et 
al. (1997); Alberts et al. (2004).  
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Os vertebrados têm pelo menos 28 tipos de colágeno (HEINO, 2007). Estes tipos 

diferem baseados no tipo de tecido que a enzima colagenolítica age e na estrutura química da 

enzima (HARRINGTON, 1996). O colágeno tipo I é o mais comum de tipo, que é encontrado 

em osso, tendão, pele e ligamentos Alguns colágenos têm uma distribuição restrita de tecidos, 

por exemplo; tipo III, encontrado em vasos sanguíneos, médula óssea, tecido linfóide, 

pulmões e pele fetal; tipos II, IX e XI, que são encontrados quase exclusivamente na 

cartilagem; tipo X, encontrados apenas na cartilagem hipertrófica; a família de colágenos tipo 

IV na membrana basal; tipo VII no ancoramento fibrilas de membranas basais; e XVII em 

hemidesmossomos na pele (MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2004). Um subgrupo de 

colágenos, chamado de multiplexins (colágenos XV e XVIII), participa na estabilização das 

estruturas da membrana basal (HEINO, 2007). No entanto alguns tipos de colágenos são 

encontrados mais em matrizes extracelulares. Na tabela 1 foram agrupados os tipos de 

colágenos recentemente identificados e suas respectivas localizações. 

 

 

Figura 2 - Representação esquemática do arranjo de moléculas de 
tropocolágeno em estruturas fibrilares e de fibras. Fonte: Chaudry 
et al. (1997) 
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Tabela 1 - Tipos de colágenos recentemente identificados XX–XXVIII 

Tipo Localização 

XX Epitélio da córnea, pele, cartilagens e tendões 

XXI Muitos tecidos 

XXII Junções de tecido 

XXIII Metastático de células tumorais 

XXIV Desenvolvimento do osso e córnea 

XXV Neurônios 

XXVI Testículos, ovário 

XXVII Cartilagem, olhos, ouvidos e pulmões  

XXVII Neurônios 

Fonte: Myllyharju e Kivirikko (2004); Veit et al. (2007) 
 

A degradação do colágeno ocorre durante várias condições fisiológicas e patológicas: 

no desenvolvimento ósseo fetal, na invasão de tumor maligno, em ulcerações intestinais, no 

reparamento de feridas, em artrite reumatoide, na invasão de micro-organismos patogênicos e 

na inflamação periodontal crônica (WATANABE, 2004). Vários relatos de proteases de 

micro-organismos têm sido publicados. Trabalhos anteriores com proteases colagenolíticas 

bacterianas e enzimas que degradam o colágeno têm-se centrado sobre o papel potencial 

dessas enzimas na biotecnologia (OKAMOTO et al., 2001; TRAN e NAGANO, 2002; ITOI 

et al., 2006; ADIGÜZEL et al., 2009; LIU et al., 2010; WU et al., 2010). 

 

2.2 Proteases microbianas 

 

A baixa quantidade de proteases de plantas e animas para atender às demandas atuais 

do mundo tem levado a um maior interesse em proteases microbianas. Proteases provenientes 

de fontes microbianas são preferíveis às enzimas a partir de fontes vegetais e animais uma vez 

que eles possuem quase todos os as características desejadas para as suas aplicações 

biotecnológicas. Proteases microbianas correspondem por aproximadamente 40% do total das 

vendas de enzimas em todo o mundo. Os micro-organismos representam uma fonte atraente 

de proteases e de baixo custo na produção de metabólitos, podendo ser cultivados em grandes 

quantidades e em tempo relativamente curto. 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). 
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Os micro-organismos podem ser geneticamente manipulados para gerar novas enzimas 

com propriedades alteradas que são desejáveis para as suas várias aplicações, possuem grande 

capacidade em adaptar-se em diferentes ambientes e crescerem em variadas fontes de carbono 

e nitrogênio, além disso, possuem grande relação superfície área/ volume, o que facilita a 

rápida absorção de nutrientes para suportar altas taxas de metabolismo e biossíntesse 

(DEMAIN, 2000). 

As proteases microbianas constituem um grupo muito grande e complexo de enzimas 

com propriedades diferentes de especificidade de substrato, sítio ativo, mecanismo catalítico, 

pH, 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., 2008).  

Com base no ponto de clivagem na cadeia polipeptídica, as proteases ou peptidases 

são divididas em dois grupos: exoproteases e endoproteases. As exoproteases clivam ligações 

peptídicas próximas às extremidades e as endoproteases atuam nas regiões internas da cadeia 

polipeptídica. As exoproteases são divididas com base no seu mecanismo de ação em: 

aminoproteases e carboxiproteases, enquanto as endoproteases podem ser classificadas de 

acordo com o grupo funcional presente no seu sítio catalítico, como: serina proteases, cisteíno 

proteases, aspártico proteases e metaloproteases (RAO et al., 1998; FRIEDRICH e KENR, 

2003; DABOOR, 2010). 

Outra classificação das proteases baseia-se no pH ótimo de atividade, fundamentando-

se nessa característica são classificadas como: ácidas, neutras e alcalinas. As proteases ácidas 

têm atividade na faixa de pH entre 2,0 e 6,0, perdendo rapidamente a atividade em valores de 

pH mais elevados. São ativas na presença de agentes sufidrílicos, agentes quelantes, metais 

pesados e agentes organofosfóricos. As proteases neutras apresentam atividade numa faixa de 

pH entre 6,0 e 8,0 e são denominadas metaloproteases. São enzimas que necessitam de íons 

(Zn, Ca) para obter estabilidade e são inibidas por agentes quelantes como o ácido etileno 

diamino tetracético (EDTA). As proteases alcalinas são ativas em pH entre 8,0 e 13,0 e são 

inibidas por agentes organofosfóricos, porém não são inibidas por agentes quelantes (PRIEST, 

1984; RAO et al., 1998). 

 

2.3 Proteases Colagenolíticas 

 

As proteases colagenolíticas são enzimas capazes de hidrolisar as ligações peptídicas 

de vários tipos de colágeno, que é a proteína mais abundante nos mamíferos (figura 3). Estas 
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fazem parte dos grupos das metaloproteinases de matriz (MMPs) e das serina proteases. As 

metaloproteinases são endopeptidases dependentes de uma forte ligação com zinco para 

apresentarem suas atividades catalíticas (ZIMMER et al., 2009). A hidrólise pelas 

metaloproteases ocorre principalmente entre a ligação Gly-Pro e de resíduos X. Elas estão 

envolvidas na remodelação da matriz extracelular (MEC), e são consideradas como 

importantes facilitadoras para a invasão e disseminação tumoral (JUCÁ et al., 2008; LIMA et 

al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As metaloproteinases, coletivamente, podem degradar todos os componentes da matriz 

extracelular e são classificadas em grupos, incluindo colagenases, gelatinases, estromalisinas 

e metaloproteinases de membrana. A família das MMPs inclui as únicas enzimas capazes de 

clivar e desnaturar fibras do colágeno. Várias linhas de evidência sugerem que as MMPs 

regulam o crescimento celular e a sobrevida, participando diretamente na geração de sinais 

que induzem à proliferação de células tumorais, ativando os precursores dos fatores de 

crescimento na superfície celular, liberando e ativando aqueles latentes sequestrados na MEC 

e alterando a estrutura dos componentes essenciais da matriz extracelular (PARKS, 1999; 

JUCÁ et al., 2008). Todas elas são inibidas por agentes quelantes como o EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético), mas não por agentes sulfidrílicos ou DFP (diisopropil 

fluorofosfato) (RAO et al., 1998).  

Figura 3 - Classificação das proteases. Os círculos abertos representam os resíduos de 
aminoácidos na cadeia de polipeptídeo. As setas mostram os sítios de ação da enzima. Fonte: Rao 
et al. (1998) 
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As serina proteases estão envolvidas provavelmente na digestão de alimentos, bem 

como na produção de hormônios e peptídeos farmacologicamente ativos, e em várias funções 

celulares, tais como a digestão de proteínas, coagulação do sangue, fibrinólise e fertilização. 

As proteases serina são caracterizadas pela presença de um grupo de serina em seu sítio ativo. 

Podem ser exopeptidases, endopeptidases, oligopeptidades e em grupos ɣ-peptidases. São 

geralmente ativas em pH alcalino e neutro, com um ótimo entre pH 7 e 11. Uma característica 

das proteases serina é a conservação de resíduo serina catalítica para formas Gly-Xaa-Ser-

Yaa-Gly. As enzimas colagenolíticas consideradas proteases serina são as elatases, que 

juntamente com as colagenases, determinam as propriedades mecânicas do tecido conjuntivo 

pela clivagem de ligações peptídicas particulares (RAO et al., 1998; DABOOR et al., 2010). 

Algumas proteases serina são inibidas por reagentes tióis, tais como p-cloromercuribenzoato 

(PCMB), devido à presença de cisteína perto do sítio ativo (RAO et al., 1998; FRIEDRICH e 

KENR, 2003; LIMA, et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As verdadeiras enzimas colagenolítica clivam regiões helicoidais da molécula de 

colágeno fibrillar em condições fisiológicas de pH e temperatura. No entanto, sabe-se que 

numerosas proteases de mamíferos incluindo pepsina, tripsina, quimotripsina, papaína e 

outras enzimas teciduais podem degradar gelatina e regiões não helicoidais de moléculas de 

colágeno. O estudo de proteases colagenolíticas começou no final do século passado com o 

reconhecimento do envolvimento dos clostrídios proteolíticos em putrefação do tecido e do 

posterior isolamento de uma enzima extracelular de Clostridium histolyticum que foi capaz de 

digerir tendões (HARRINGTON, 1996). Muitos estudos contribuíram para tornar o C. 

Figura 4 - Esquema da degradação do colágeno por protease colagenolítica. 
Fonte: Vargas et al. (1997) 
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histolyticum o principal micro-organismo utilizado para a produção industrial de proteases 

colagenolíticas. Desde então, um número de outras enzimas colagenolíticas, tanto de origem 

microbiana e animal, foram identificadas e caracterizadas. Comercialmente, há disponível 

colagenases de Clostridium histolyticum, produzida pela Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

na formulação de pomadas para limpeza de feridas infectadas, tratamento de lesões purulentas 

e necrosadas, abscessos, escaras e queimaduras (KUMAR e TAKAGI, 1999). Entretanto essas 

enzimas são também obtidas de outras espécies microbianas (ZIMMER et al., 2009), 

conforme tabela 2. 

 

Tabela 2 - Micro-organismos produtores de protease colagenolítica 

 

Existe um grande interesse na busca de protease colagenolíticas de outras fontes que 

não animal. Pois a enzima colagenolítica de origem animal possui a capacidade de clivar 

somente o colágeno nativo, isto é, são enzimas que clivam a cadeia helicoidal do colágeno 

resultando em dois fragmentos acessíveis a poucas proteases específicas, o tropocolágeno A 

(TCA) e o tropocolágeno B (TCB). Diferentemente das anteriores, as enzimas colagenolíticas 

de micro-organismos possuem a capacidade de hidrolisar tanto o colágeno nativo quanto o 

Micro-organismos Referências 

Bacillus cereus Liu et al. (2010) 

 Suphatharaprateep et al. (2011) 

Bacillus pumilus Wu et al. (2010) 

Bacillus licheniformis Asdornnithee et al. (1994) 

 Baehaki et al. (2012) 

Candida albicans Houle et al. (2009) 

 Lima et al. (2009) 

Penicillium aurantiogriseum Lima et al. (2011) 

Geobacillus collagenovorans Itoi et al. (2006) 

Porphyromonas gingivalis Kang et al. (2005) 

Prevotella bivius Doust e Mobares (2004) 

Rhizoctonia solani Hamdy, (2008) 

Streptococcus mutans Jackson et al. (1997) 

Vibrio parahaemolyticus Miyoshi et al. (2008) 

Vibrio vulnificus Nagano e To. (1999) 
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colágeno desnaturado. Além disso, as enzimas colagenolíticas microbianas possuem afinidade 

por vários sítios ao longo da cadeia, representando uma fonte promissora para pesquisas e 

aplicações biotecnológicas (JUNG et al., 1998).  
 

2.4 Aplicações das proteases colagenolíticas 

 

Quanto à utilização das proteases colagenolíticas, pode-se afirmar que as 

possibilidades são bastante variadas. Uma delas é o desbridamento enzimático de ferimentos 

pela capacidade dessas enzimas degradarem o colágeno dos tecidos necrosados e facilitarem a 

cicatrização (ÖZCAN et al., 2002). Muito frequente também é a utilização destas proteases 

colagenolíticas nas técnicas que envolvem culturas de tecidos e células animais. Seu uso é 

citado em vários métodos, na composição de protocolos de trabalho de diversas áreas de 

pesquisa científica, como no isolamento de células endoteliais de cérebro, de células 

cardíacas, da pele, do tecido ocular e estudos de células tronco, tanto em humanos quanto em 

animais diversos. Como parte da resposta imune, as infecções bacterianas (macrófagos e 

neutrófilos) também produzem proteases colagenolíticas que são liberadas durante a resposta 

inflamatória (WOLBURG et al., 1994; SUPP et al., 2002; LI et al., 2007; ZIMMER et al., 

2009). 

Tem sido sugerido que proteinases bacterianas podem ser capazes de ativar proteases 

colagenolíticas latentes em mamíferos, contribuindo assim para a degradação do colágeno 

indiretamente (HARRIGTON, 1996). Tem-se encontrado proteases colagenolíticas na 

remoção de cicatrizes hipertróficas, no uso de terapias de queimados; na composição de 

pomadas cicatrizantes; na prevenção de tratamento de lesões; em estudos pré-clínicos 

terapêuticos de vários tipos de fibrose destrutiva, como cirrose hepática e fibrose pulmonar 

(KUŞCU et al., 2002; ÖZCAN et al., 2002; JIN et al., 2005; OUCHI et al., 2008).  

A remoção de cicatrizes pode ser constatada com o estudo de Özcan et al. (2002), no 

qual os resultados demonstraram a remoção total de escaras de queimaduras tratadas por 

desbridamento enzimático com colagenase. Kuşcu et al. (2002), por sua vez, deram 

importância ao uso das colagenases ao tratamento de lesões em mamilos causados durante a 

amamentação, havendo eficácia da colagenase, com resultados similares comparado aos 

tratamentos convencionais. Estudos pré-clínicos foram relatados por Jin et al. (2005) e Ouchi 

et al. (2008), utilizando a colagenase para a regressão da cirrose hepática e verificando o papel 

da colagenase como anti-fibrótico no modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina, 

respectivamente.  
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Estudos relatam que marcadores de formação e reabsorção óssea derivados de 

colágeno podem ser úteis para o diagnóstico e acompanhamento de uma série de doenças 

caracterizadas por alterações no metabolismo ósseo (VARGAS et al., 1997). Constatou-se que 

a concentração sérica de dois peptídeos derivados de protocolágeno tipo I e III podem ser 

uteis como marcadores para avaliar a atividade fibrogênica em pacientes com hipertensão, 

sendo a doença caracterizada pelo acúmulo miocárdio de colágeno tipo I e II (DÍEZ e 

LAVIADES, 1995). Resultados interessantes foram obtidos em estudos realizados com 

colagenase injetável no tratamento de contratura de Dupuytren. Os autores sugerem o uso da 

colagenase como tratamento viável para a contratura de Dupuytren, uma condição que 

usualmente requer tratamento cirúrgico e intervenções recorrentes (BADALAMENTE e 

HURST, 2007; HURST, 2009). 

O uso das proteases colagenolíticas com fins terapêuticos recentemente gerou patentes 

de invenção, como o estudo de Wegman et al. (2000), no qual as colagenases são utilizadas, 

opcionalmente, combinadas com outras proteinases no tratamento para  redução do tecido 

adiposo em locais selecionados no corpo. Os autores afirmam que, ao ser introduzida no 

tecido adiposo, a colagenase provoca a dissociação do tecido na localização em que ocorre, 

podendo resultar em redução significativa do tecido adiposo em 24 horas. Outro estudo que 

gerou patente de invenção foi de Badalamente et al. (2010), no qual a colagenase foi utilizada 

como método para o tratamento de epicondilite lateral. O estudo buscou as injeções de 

colagenases em áreas atingidas como método para tratamento não cirúrgico. 

Tem sido experimentalmente demonstrado que a administração oral de peptídeos de 

colágeno previne a osteoporose, protege contra a úlcera gástrica, relaxa a hipertensão e 

estimula o metabolismo da pele, devido a isso, os peptídeos de colágeno são muitas vezes 

adicionados a diversos alimentos e bebidas (VARGAS et al., 1997; WATANABE, 2004).  

Moskowitz (2000) relata que o colágeno hidrolisado é de interesse como um agente 

terapêutico de utilidade no tratamento de osteoartrite e osteoporose. Estudos sugerem que a 

ingestão de colágeno hidrolisado reduz a dor de pacientes com osteoartrite no joelho ou no 

quadril e melhora o metabolismo ósseo em pessoas com oesteoporose, no qual a inbição da 

degradação do colágeno é maior com a dieta dos hidrolisados de colágeno com calcitonina.  A 

eficácia da administração oral de peptídeos também foi avaliada no tratamento de artrite 

reumatóide (AUSAR et al., 2001). Wu et al. (2004) relatam a eficácia dos peptídeos no 

metabolismo ósseo, aumentando a massa óssea, sem efeitos indesejáveis e que podem 

proporcionar efeitos benéficos na osteoponia que ocorre com o envelhecimento.  
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As proteases colagenolíticas apresentam potencial para o emprego em outras áreas 

além da terapêutica e de pesquisa. Seu uso pode ser expandido para o setor alimentício, como 

amaciadores de carnes, no emprego da indústria de cosméticos; e também podem ser 

utilizadas como auxiliar no tingimento de couros.  Kim et al. (2007) relatam em um estudo, 

que as proteases de gengibre podem ser utilizadas como uma alternativa para a papaína, em 

aplicações comerciais, tais como no amaciamento de carne, em que o substrato alvo é o 

colágeno. No emprego da indústria de cosméticos, a suplementação de peptídeos de colágeno 

na dieta pode aumentar o teor de colágeno, resultando em uma pele mais saudável e menos 

enrugada (LINTNER e PESCHARD, 2000). Além disso, um estudo com o isolamento de 

polipeptídeos de elastina e colágeno constata o uso como matéria-prima para a indústria 

cosmética (LANGMAIER et al., 2002). Na indústria de couro, as colagenases têm sido 

estudadas como biocatalisadores, auxiliando o tingimento de couro, que é um substrato difícil 

de tingir, devido à natureza única da matéria-prima que tem variação dentro da matriz. No 

estudo de Kanth et al. (2008), observou-se a absorção do corante em 99% pelo tratamento 

com colagenases, no qual a resistência e a suavidade do couro não sofreram alteração. 

De acordo com Labadie (1997), podem ser também de grande importância para a 

degradação da cutícula exterior dos nematóides que, frequentemente, infestam plantas. Os 

importantes componentes estruturais desta cutícula são colágenos (KINGSTON, 1991). A 

degradação da cutícula pode ser uma eficaz maneira de controlar formas pré-parasitárias e 

parasitárias de galhas nematóides. O papel da atividade colagenolítica sobre fitonematóides 

demostrou, por exemplo, a capacidade da enzima para danificar as cutículas do nematóide 

Meloidogyne javanica (GALPER et al., 1991; SELA et al., 1998). Com esse amplo campo de 

utilização, observa-se que a produção dessas enzimas colagenolíticas pode ser muito 

vantajosa. 

 

2.5 Bactérias do Gênero Bacillus 

 

A Amazônia é uma região que possui uma das maiores e mais ricas biodiversidades do 

mundo, apresenta grande potencial para a busca de novos fármacos e biomarcadores 

enzimáticos, pois é inigualável a quantidade e variedade de produtos naturais, incluindo a 

notável biodiversidade microbiana disponível para transformação em produtos úteis de maior 

valor agregado. Entretanto pouco se sabe sobre a composição das suas comunidades 

bacterianas (JESUS et al., 2009).  
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Algumas pesquisas na Amazônia e em outros ambientes tropicais relatam a 

composição das comunidades bacterianas do solo (JESUS et al., 2009). Bactérias do gênero 

Bacillus são encontradas em diversos ambientes, principalmente, no solo. Além disso, estas 

podem ser encontradas em ambientes aquáticos, vegetação, alimentos e no trato 

gastrointestinal de vários animais. Membros do gênero Bacillus são bactérias Gram-positivas, 

aeróbias e formadoras de endósporo, que são caracterizados por sua morfologia das células 

em forma de bastonete, produção de catalase e sua distribuição ubíqua (NICHOLSON, 2002).  

Espécies de Bacillus são fenotipicamente e genotipicamente heterogênea e, 

consequentemente, exibem diversas propriedades fisiológicas, tais como a capacidade de 

degradar muitos diferentes substratos derivados de plantas e fontes animais, incluindo 

celulose, amido, proteínas, ágar, hidrocarbonetos e também os biocombustíveis (ABRIOUEL 

et al., 2010).  

A diversidade nas propriedades fisiológicas, que é refletida pela grande diversidade de 

estirpes de Bacillus, permite que essas bactérias colonizem variedades de habitats ecológicos, 

explorando uma grande variedade de substratos orgânicos e inorgânicos como fontes de 

nutrientes (ALCARAZ et al., 2010). Esta capacidade de diversificação ecológica foi 

potencializada pela produção de esporos, que são caracterizados pela sua notável capacidade 

de resistência e de dormência (ABRIOUEL et al., 2010). 

O gênero é composto predominantemente de espécies não patogênicas, resultando, por 

exemplo, na administração de alimentos e drogas pela concessão do organismo geralmente 

considerado como estado seguro. No entanto o gênero também inclui um número de espécies 

patogênicas de animais e insetos, incluindo Bacillus anthracis, o agente causador do antraz; 

Bacillus cereus, um patógeno oportunista humano; e Bacillus thuringiensis, um patógeno de 

insetos (THWAITE et al., 2008). 

Atualmente, cerca de 60% das enzimas disponíveis comercialmente são produzidas 

por espécies de Bacillus, principalmente, sendo proteínas homólogas que são naturalmente 

secretadas no meio de crescimento (WESTERS, 2004). Proteases comerciais, principalmente, 

neutra e alcalina, são produzidas por organismos pertencentes ao gênero Bacillus. Proteases 

neutras de bactérias são ativas em uma faixa de pH estreita (pH 5-8) e têm relativamente 

baixa termotolerância. Neutrase, uma protease neutra, é insensível aos inibidores de 

proteinase de plantas naturais e é útil na indústria cervejeira. Algumas das proteases neutras 

pertencem ao tipo metaloprotease e requerem íons metálicos divalentes para sua atividade, 

enquanto outros são proteinases serina, que não são afetados por agentes quelantes. Proteases 

alcalinas bacterianas são caracterizadas por sua alta atividade em pH alcalino, por exemplo, 
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pH 10, e sua especificidade de substrato amplo. Sua temperatura ideal é em torno de 60  °C. 

Estas propriedades de proteases alcalinas de bactérias são adequadas para uso na indústria de 

detergentes (RAO et al., 1998). Além disso, as linhagens de Bacillus possuem capacidade 

para produzir e secretar grandes quantidades (20-25 g/L) de enzimas extracelulares. As 

enzimas extracelulares ou exoenzimas são completamente dissociadas da célula, encontradas 

no meio circundante e aumentam a habilidade das bactérias em obter nutriente. As bactérias 

do gênero Bacillus apresentam grande variedade de exoenzimas, dentre elas as amilases e 

proteases são as mais presentes (PRIEST, 1977), estando entre as mais importantes produtoras 

de enzimas industriais (SCHALLMEY et al., 2004). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Micro-organismos 

 

Os experimentos foram realizados no laboratório de microbiologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e no Laboratório de 

Biologia Molecular da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Foram estudadas oito 

amostras do gênero Bacillus provenientes do solo amazônico, estas amostras são pertecentes a 

bacterioteca do Laboratório de Microbiologia (UFAM) e foram catalogadas e depositadas na 

coleção de cultura de Micro-organismos do Departamento de Parasitologia DPUA/UFAM. 

 
3.2 Seleção de bactérias como produtoras de protease 
 

Para a seleção de bactérias produtoras de proteases, as amostras foram reativadas em 

caldo Mueller-Hinton e incubadas por 24 horas a 37 ⁰C. Em seguida, as colônias bacterianas 

foram inoculadas em meio Agar gelatina/leite 1 % (p/v) e incubados a 37 °C por 24h. A 

atividade enzimática (Pz) em meio sólido foi medida por meio da razão entre o diâmetro da 

colônia sobre o diâmetro da colônia mais a zona de precipitação. Quanto menor valor de ( Pz 

), maior atividade enzimática, sendo os resultados apresentados em códigos: valor 1 quando ( 

Pz ) = 1,0 (ausência de atividade enzimática), valor 2 quando 0,64<( Pz )>1,0 (atividade 

enzimática positiva) e valor 3 quando ( Pz ) ≤ 0,64 (atividade enzimática fortemente positiva) 

(PRINCE et al., 1982; SANTOS et al., 2009). As colônias que apresentaram halo hialino da 

degradação enzimática com Pz abaixo de 0,64 foram inoculadas em meio sólido de acordo 

Wu et al. (2010), com algumas modificações. O meio foi composto de 0,5 g.L-1 de KH2PO4; 

0,2 g.L-1 MgSO4.7H2O; 0,1 g.L-1 ZnSO4·H2O; 1 g.L-1 de NaCl,  colágeno insolúvel a 0,25 % 

(p/v)  e  Agar a 1,5 % (p/v),  pH 7,2. Após 24 horas de incubação, a 37 °C, o colágeno 

digerido foi revelado com a adição de Coomassie brilliant blue G (LUPAN et al., 1986; 

DOUST et al., 2004). As amostras que apresentaram halo de degradação foram submetidas a 

testes bioquímicos segundo Barrow e Feltham (1993) para a confirmação taxonômica e 

posteriormente realizado o ensaio enzimático. 

 

3.3 Condições de cultivo 
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Dois sucessivos planejamentos fatoriais completos 23 com quatro (04) repetições no 

ponto central (tabelas 3 e 4) foram elaborados para a análise das faixas de pH, temperatura e 

concentração de substrato. O meio de fermentação utilizado descrito por Tran e Nagano 

(2002), com modificações, composto de 2,0 g.L-1 de KH2PO4; 1,0 g.L-1 de (NH4)2SO4; 0,1 

g.L-1 MgSO4.7H2O; 0,1 g.L-1 ZnSO4·H2O; 0,9 g.L-1 Na2HPO4.2H2O; 0,25 g.L-1 de CaCl2 e 

concentrações variadas de gelatina. Foi elaborada uma suspensão celular na escala 1,0 de 

MacFaland e 200µL foram adicionados em Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio de 

fermentação. Em seguida, a cultura foi submetida à agitação de 160 rpm durante 24 horas nas 

temperaturas estabelecidas em planejamento fatorial. Após o período de agitação, o 

sobrenadante foi separado por centrifugação 10.000 x g durante 10 minutos e foi feita a 

filtração em membrana de 0,22 µm.  

 
Tabela 3 - Primeiro planejamento fatorial completo 23 com quatro repetições no ponto central. 

Variáveis Níveis 
-1 0 +1 

  pH 5,0 6,0 7,2 
  Temperatura ( °C) 25 37 45 
  Concentração de gelatina (% m/v) 0,25 0,5 1,0 
 
 
Tabela 4 - Segundo planejamento fatorial completo 23 com quatro repetições no ponto central. 

Variáveis Níveis 
-1 0 +1 

  pH 7,0 8,0 9,0 
  Temperatura (°C) 37 45 50 
  Concentração de gelatina (% m/v) 0,5 1,0 1,5 
 
 
3.4 Ensaio Enzimático 
 
 

O ensaio enzimático foi realizado de acordo com o método desenvolvido por Moore e 

Stein (1948), com algumas modificações. A mistura foi composta de 0,2 mL do sobrenadante 

enzimático, 0,8 mL de 50 mM Tris-HCl contendo 4 mM CaCl e colágeno insolúvel a 1 % 

(p/v) em faixas de pH estabelecidas pelo planejamento fatorial. Posteriormente, foi incubado 

durante 5 horas nas temperaturas estabelecidas pelo planejamento fatorial. Após esse período, 

a reação foi interrompida pela adição de 0.2 mL de ácido tricloroacético a 10 % (p/v). Tubos 

contendo a mistura foram centrifugados a 10.000 xg por 10 minutos e o extrato enzimático foi 

filtrado em 0,22 µm. Uma unidade de grupo amino livre de colágeno foi mensurada pelo 



 

 

29

método de ninidrina, no qual 0,5 mL de solução ninidrina a 2 % (p/v) e 0,2 mL do 

sobrenadante foram aquecidos por 10 minutos. Em seguida, foram submetidos a resfriamento 

por cinco minutos. Foi feita uma diluição com 5 mL de 1-propanol a 50 % (p/v). A mistura foi 

centrifugada a 12.000 x g durante 10 minutos e a absorbância foi medida em 570 nm. A 

atividade colagenolítica foi expressa como um µmol de glicina equivalente liberado por 

minuto. A atividade expressa em U/mL foi calculada de acordo com a equação: 

U/mL =
(µmol de glicina)x(df)x(Vt)

(Ve)x(Vn)
 

 
onde, df é o fator de diluição (ml),  Vt é o volume total (ml) , Ve é o volume do extrato 

enzimático (ml)  e  Vn = volume de ninidrina (ml). A concentração de proteínas foi 

determinada segundo Bradford (1976).  A atividade específica foi calculada pela razão entre a 

atividade (U/mL) e a quantidade de proteína na amostra (mg/mL) e expressa em U/mg. 

 

3.5 Atividade Proteolítica 
 

A atividade proteolítica foi determinada utilizando-se 150 µL do extrato bruto e como 

substrato 250 µL de azocaseína a 1,0 % (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA), em Tampão Tris-

HCl 0,05 M pH 7,2. A reação foi mantida em câmara escura e após 60 minutos, adicionou-se 

1,2 mL de ácido tricloroacético a 10 % (p/v). O resíduo remanescente foi removido por 

centrifugação (8000xg), a 4 ⁰C por 10 minutos. Do sobrenadante foram retirados 0,8 mL e 

adicionado a 1,4 mL de hidróxido de sódio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma 

unidade de atividade proteásica foi definida por Leigton (1973), como a quantidade de enzima 

necessária para produzir uma variação de absorbância igual a 0,1 em 60 minutos, sendo 

expressa em U/mL. 

 
3.6 Efeito e estabilidade do pH sobre a atividade proteolítica dos extratos enzimáticos 
 

A determinação o efeito do pH ótimo da enzima foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita do item 5.5. O pH da mistura de 1% azocaseína foi variado ao longo das 

faixas de 5,0-10,0. Os tampões utilizados foram: 50 mM citrato (5,0-6,0), 50 mM Tris-HCl 

(pH 7,2-9,0) e 50 mM carbonato-bicarbonato (pH 10,0). Determinaram-se as atividades 

relativas considerando-se 100 % o pH no qual foi observada a maior atividade enzimática. A 

estabilidade do pH foi analisada por 150 minutos, considerando a atividade relativa da enzima 

expressa em porcentagem. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  
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3.7 Influências do pH e temperatura na estabilidade da atividade proteolítica do extrato 
enzimático 
 

A determinação da temperatura ótima para a atividade da enzima foi realizada de 

acordo com a metodologia descrita no item 3.5 com 1 % de azocaseína em 50 mM de tampão 

Tris-HCl (pH 7,2), o extrato enzimático foi incubado nas temperaturas 25, 37, 45, 50, 60 e 

80ºC por 60 minutos. A estabilidade da temperatura foi analisada por 105 minutos, 

considerando a atividade relativa da enzima expressa em porcentagem. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata.   

 

3.8 Análises estatísticas 
 

Os planejamentos fatoriais e gráficos de Pareto foram elaborados utilizando o 

programa estatístico Minitab 16 e os gráficos de efeito e estabilidade dos extratos enzimáticos 

foram elaborados utilizando o programa Excel 2007. 
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Dc = diâmetro da colônia; Dh = Diâmetro do halo acrescido do diâmetro da 
colônia; Pz = atividade enzimática 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Seleção de bactérias como produtoras de protease 
 

As amostras bacterianas foram inoculadas em meio sólido Agar gelatina/leite a 1% 

(p/v) para a determinação da atividade proteolítica qualitativa, no qual houve formação de 

halos translucido ou zona de precipitação (figura 5). A atividade enzimática (Pz) em meio 

sólido foi medida em milímetro, de acordo com o item 3.2 e apresentada na tabela 5. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              Tabela 5 - Atividade enzimática em meio sólido Agar gelatina/leite 1 % (p/v). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bactérias Dc (mm) 

Dh 

(mm) Pz 

B6 6 16 0,375 

B7 1 07 0,143 

B8 6 14 0,428 

B40 6 17 0,353 

B67 8 18 0,444 

C01 5 15 0,333 

C02 5 16 0,313 

N10 4 14 0,285 

Figura 5 - Atividade proteolítica das amostras bacterianas 
provenientes de solo em Agar gelatina/leite 1 % (p/v). Placas 
incubadas à 37 ºC durante 24 horas. Fonte pessoal. 
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Em seguida, as bactérias que apresentaram Pz > 0,64 foram semeadas em meio Agar 

colágeno a 0,25 % (p/v) e a partir da revelação com adição de Comassie brilliant blue G, 

apresentaram zonas claras ao redor das colônias no meio (figura 6) sugerindo a produção da 

enzima colagenolítica. Duas amostras N10 e B40 apresentaram halo de degradação de 

colágeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a confirmação das características taxonômicas (tabela 6), as amostras das 

bactérias N10 e B40 foram submetidas à identificação bioquímica. As duas amostras 

selecionadas foram identificadas como Gram-positivas, esporuladas com produção de catalase 

pertencentes ao gênero Bacillus, confirmando as espécies desse gênero como Bacillus sp. e 

Bacillus stearothermophilus, respectivamente, segundo Barrow e Feltham (1993), Nazina et 

al. (2004), Schaffer et al. (2004), Ettoumi et al. (2009) e Sharma et al. (2009). As amostras 

foram depositadas na coleção de cultura de micro-organismos do Departamento de 

Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas DPUA/UFAM catalogadas como 

Bacillus sp. DPUA1728 e Bacillus stearothermophilus DPUA1729. 

 

Figura 6 - Atividade colagenolítica após 24 horas de incubação, a 37 
°C. O colágeno digerido foi revelado com a adição de Comassie 
brilliant blue G. Zonas claras indicadas pelas setas. 
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Tabela 6 - Testes Bioquímicos realizados para a confirmação da identificação de 

bactérias. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F=fraco VP= Reação de Voges Proskauer 

Testes Bacillus sp. 
Bacillus 

stearothermophilus 

Gram + + 

Esporos 24 hs + + 

Oxidase + + 

Catalase + + 

Citrato - - 

Motilidade + + 

Urease - - 

Indol - - 

Reação de VP - - 

Hidrólise de:   

Amido + + 

Caseína + + 

Gelatina + + 

Produção de ácido de:   

Glicose + + 

Lactose + - 

Manitol + - 

Arabinose + + 

Xilose + + 

Galactose + + 

Frutose + + 

Redução de Nitrato + + 

Crescimento anaerobico + + 

NaCl 7 % (m/v) - + 

NaCl 10 % (m/v) - F 

Crescimento a 50 ºC + + 

Crescimento a 60 ºC + + 

DNAase F F 
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4.2 Ensaio Enzimático 

 

Na tabela 7 estão apresentados os dados referentes ao primeiro fatorial 23 da atividade 

enzimática com a amostra Bacillus sp. DPUA1728. O maior valor da atividade colagenolítica 

obtido para Bacillus sp. DPUA1728 após 24 h de fermentação foi 64,29 U/mL com atividade 

específica de 110,89 U/mg em pH 7,2 a 45 °C com 1,0 % (p/v) da concentração de substrato. 

Para cada planejamento fatorial foi elaborado um gráfico de Pareto, onde foi compreendida a 

relação entre os fatores e nos permitiu avaliar as melhores condições para a produção 

enzimãtica. Os valores de efeito significativo das variáveis estudadas foram analisados, 

visando verificar a produção do extrato enzimático de Bacillus sp. DPUA1728 que estão 

ilustrados no gráfico de Pareto (figura 7).  

 

Tabela 7 - Produção de protease colagenolítica de Bacillus sp. DPUA1728 no primeiro 
planejamento fatorial (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A linha vermelha é usada para avaliar quais efeitos foram significativos e as barras que 

se estendem além dessa linha são correspondentes aos efeitos em nível de 5% de significância 

estatística. Os dados revelam que todas as condições foram significativas e os valores 

significativos indicam que a produção de protease colagenolítica aumenta quanto os fatores 

pH, temperatura e concentração de substrato estão em seus maiores níveis. Embora, a 

interação entre os fatores pH e temperatura tenham efeito negativo, a relação entre os três 

Fatores pH T 
( °C) 

S 
(%) 

Ac 
(Um/L) 

PT 
(mg/mL) 

Ae 
(U/mg ) 

1 5,0 25 0,25 21,16 0,42 50,34 
2 7,2 25 0,25 19,89 0,46 42,88 
3 5,0 45 0,25 34,92 0,38 92,66 
4 7,2 45 0,25 33,40 0,72 46,09 
5 5,0 25 1,00 21,37 0,75 28,36 
6 7,2 25 1,00 54,40 0,52 104,27 
7 5,0 45 1,00 60,92 0,84 72,47 
8 7,2 45 1,00 64,29 0,58 110,89 

9* 6,0 37 0,50 25,97 0,70 37,34 
10* 6,0 37 0,50 23,44 0,71 33,00 
11* 6,0 37 0,50 27,60 0,71 38,87 
12* 6,0 37 0,50 23,62 0,71 33,26 

pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentração de substrato; Ac = 
Atividade colagenolítica; PT = proteína total; Ae = Atividade colagenolítica 
específica. 
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fatores testados tiveram influencia positiva (5, 2541), o que significa que o aumento 

simultâneo nos níveis destas variáveis favorece melhor a produção de preotease colagenolítica 

(Fig. 7).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A estratégia utilizada para atingir o objetivo desta etapa do trabalho foi explorar mais 

detalhadamente um domínio em todas as condições experimentais previamente selecionadas 

para produção da protease. A partir dos dados obtidos no experimento fatorial utilizando 

Bacillus sp. DPUA1728, foi realizado um segundo planejamento fatorial para verificar as 

melhores condições para produção de colagenase (tabela 4). 

Na tabela 8 foram demonstrados os valores da atividade enzimática realizado no 

segundo ensaio para Bacillus sp. DPUA1728, a maior atividade colagenolítica em 24 h foi de 

86,27 U/mL com atividade específica de 145,18 U/mg em pH 9,0 a 37 °C com 1,5 % (p/v) de 

concentração de substrato. Resultados semelhantes foram verificados por Patel et al. (2005) 

utilizando gelatina em fermentação de Bacillus sp. observaram que o aumento gradual da 

concentração de substrato influencia na máxima produção de protease. Nos estudos de Lima 

et al. (2009) utilizado Candida albicans URM3622 e de Lima et al. (2011) usando Penicillium 

aurantiogriseum URM 4622 observaram que o pH do meio fermentado também influencia no 

aumento da produção de protease, mostrando a importância do pH inicial para a otimização da 

produção.  

Nos dados referente ao segundo ensaio fatorial, observou-se que os valores de efeito 

significativo indicaram em média as maiores atividades obtidas quando temperatura foi 

Figura 7 - Gráfico de Pareto definindo as inter-relações entre as variáveis 
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das inter-
relações. A = pH, B= Temperatura e C = Concentração do substrato. 
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selecionado em seu menor nível e as interações pH e concentração de substrato foram 

selecionados no seu nível mais elevado. Observou-se que o aumento da concentração do 

substrato é o único que individualmente favorece melhor a produção de protease 

colagenolítica. No entanto, as interações entre pH temperatura e concentração de substrato 

apresentaram efeito não significativo (figura 8). 

 

Tabela 8 - Produção de protease colagenolítica de Bacillus sp. DPUA1728 no segundo 
planejamento fatorial (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fatores pH T 
( °C) 

S 
(%) 

Ac 
(U/mL) 

PT 
(mg/mL) 

Ae 
(U/mg ) 

1 7,2 37 0,50 35,22 0,59 71,13 
2 9,0 37 0,50 53,31 0,48 111,47 
3 7,2 50 0,50 19,02 0,30 62,49 
4 9,0 50 0,50 16,38 0,33 49,13 
5 7,2 37 1,50 70,12 1,06 66,27 
6 9,0 37 1,50 86,27 0,66 145,18 
7 7,2 50 1,50 22,31 0,55 40,52 
8 9,0 50 1,50 17,28 0,35 49,68 

9* 8,0 45 1,00 33,76 0,70 43,14 
10* 8,0 45 1,00 36,47 0,70 52,43 
11* 8,0 45 1,00 35,32 0,65 54,15 
12* 8,0 45 1,00 32,85 0,65 50,37 

pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentração de substrato; Ac  = 
Atividade colagenolítica; PT = proteína total; Ae = Atividade colagenolítica 
específica. 

Figura 8 - Gráfico de Pareto definindo as inter-relações entre as variáveis 
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das inter-
relações. A = pH, B = Temperatura e C = Concentração do substrato. 
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pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentração de substrato; Ac  = 
Atividade colagenolítica; PT = proteína total; Ae = Atividade colagenolítica 
específica. 

Na tabela 9 são apresentados os dados referentes ao primeiro fatorial 23 da atividade 

enzimática com a amostra B. stearothermophilus DPUA1729. O valor de maior atividade 

enzimática colagenolítica foi 79,38,15 U/mL com atividade específica de 136,92 U/mg em pH 

7,2 a 25 °C com concentração de substrato a 1 % (p/v). Resultados similares foram obtidos 

por Suphatharaprateep et al. (2011) utilizando Bacillus cereus CNA1 na produção de protease 

colagenolítica, diversas fontes de carbono em diferentes pH´s foram testadas. Na qual as 

melhores condições para máxima produção da protease colagenolítica foram em seus menores 

níveis, em pH 7,5 com 1 % (p/v) de concentração de gelatina a 37 °C.  

Resultados semelhantes às condições foram obtidos por Lima et al. (2011) utilizando 

Penicillum aurantiogriseum URM 4622, nos quais a máxima produção foi nas condições onde 

a temperatura esteve em seu maior nível e a concentração de substrato e faixas de pH em seus 

menores níveis. No estudo de Zambare et al. (2011) com Pseudomonas aeruginosa MCM-327 

constatou que a temperatura apresenta influencia negativa na atividade colagenolítica. Neste 

contexto, observou-se que essas proteases produzidas por B. stearothermophilus DPUA1729 

possuem baixa tolerância à temperatura, que segundo Rao et al. (1998) proteases com baixa 

tolerância são consideradas proteases bacterianas neutras e são ativas na faixa de pH de 5,0 a 

8,0. 

 

Tabela 9 - Produção de protease colagenolítica de B. stearothermophilus 
DPUA1729 no primeiro planejamento fatorial (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

pH T 
( °C) 

S 
(%) 

Ac 
(U/mL) 

PT 
(mg/mL) 

Ae 
(U/mg ) 

1 5,0 25 0,25 35,20 0,38 93,40 
2 7,2 25 0,25 29,14 0,43 67,02 
3 5,0 45 0,25 15,95 0,04 220,08 
4 7,2 45 0,25 15,20 0,59 25,59 
5 5,0 25 1,00 44,04 0,14 303,87 
6 7,2 25 1,00 79,38 0,58 136,92 
7 5,0 45 1,00 19,78 0,13 151,61 
8 7,2 45 1,00 16,36 0,06 225,72 

9* 6,0 37 0,50 39,10 0,22 158,69 
10* 6,0 37 0,50 39,28 0,26 150,59 
11* 6,0 37 0,50 40,40 0,22 154,86 
12* 6,0 37 0,50 43,18 0,30 165,54 
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Figura 9 - Gráfico de Pareto definindo as inter-relações entre as variáveis 
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das 
inter-relações. A = pH, B = Temperatura e C = Concentração do substrato. 

Os dados apresentados na figura 9 referentes aos ensaios utilizando a amostra B. 

stearothermophilus DPUA1729 indicam que, os valores dos efeitos e as interações foram 

significativos em todos os ensaios, no qual o pH e a concentração de substrato e a sua 

respectiva interação apresentou influência positiva. Entretanto, neste presente trabalho, a 

temperatura de fermentação utilizando a amostra B. stearothermophilus DPUA1729, teve um 

efeito negativo (-22,5881) (figura 9) sobre a produção de protease colagenolítica. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.3 Efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade proteolítica dos extratos enzimáticos de 

Bacillus sp. DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUA1729. 

 

No efeito do pH sobre a atividade proteolítica dos extratos enzimáticos de Bacillus sp. 

DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUA1729., verificou-se que ambas as bactérias 

apresentaram atividade em faixas de pH (5,0-10,0) por 60 minutos. Porém, a atividade 

máxima dos extratos enzimáticos tanto de Bacillus sp. DPUA1728 quanto de B. 

stearothermophilus DPUA1729 foi em pH 9,0 (figura 10). Contudo 80% da atividade de 

protease para ambas as bactérias foram na faixas de pH de 7,2 e 9,0 e acima de 60% dessa 

atividade foi entre pH 6,0 a 10,0.  

Resultados similares foram observados no estudo de Lima et al. (2011) na produção de 

protease, porém utilizando Penicillium aurantiogriseum URM 4622, cuja máxima atividade 

foi expressada no pH 9,0. Por conseguinte, nos trabalhos de Liu et al. (2010) usando Bacillus 

cereus MBL13 e de Zambare et al. (2011) fermentando Pseudomonas aeruginosa MCM-327, 
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Figura 10 - Efeito do pH a 50 °C sobre a atividade proteolítica produzida por Bacillus sp. 
DPUA1728 (9a) e Bacillus stearothermophilus DPUA1729 (9b). 

Figura 11 - Efeito da temperatura em pH 7,2 sobre a atividade proteolítica produzida por Bacillus 
sp. DPUA1728 (11a) e Bacillus stearothermophilus DPUA1729 (11b). 

obtiveram máxima produção de protease em pH 8,0, isto é, dentro da faixa dos 80 % dos pHs 

ótimos supracitados. Entretanto, no estudo de Nakawahara et al. (1993) com Bacillus alvei 

DC-1, os resultados de atividade proteolítica máxima foram em pH 6,0. 

 
 
 

 

Os dados referentes ao efeito da temperatura sobre a atividade proteolítica dos extratos 

enzimáticos das bactérias Bacillus sp. DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUA1729 

apresentaram máxima atividade enzimática em 50 °C (figura 11). O perfil de temperatura de 

Bacillus sp. DPUA1728 apresenta mais de 50 % da atividade enzimática entre 45 e 60 °C 

(figura 11a). Porém, a atividade proteolítica de B. stearothermophilus DPUA1729 mantém 

mais de 50 % de ação enzimática entre 45 e 50 °C. Contudo, o aumento da temperatura acima 

de 60 °C reduz a atividade da protease abaixo de 20 % (figura 11b).  

 

 

Resultado semelhante foi expresso no estudo de Nagano e To, (1999) utilizando 

Bacillus subtilis FS-2, confirmando 50 °C como temperatura ótima na produção de protease. 

Todavia, nos trabalhos de Lima et al. (2009), utilizando Candida albicans URM3622, 



 

 

40

Figura 12 - Estabilidade do pH a 50 °C sobre a atividade proteolítica produzida por Bacillus sp. 
DPUA1728 (12a) e B. stearothermophillus DPUA1729 (12b). 

Suphatharaprateep et al. (2010) com Bacillus cereus CNA1 e Wu et al. (2010) usando 

Bacillus pumilus Col-J, os resultados expressaram atividades ótimas na produção protease a 

45 °C, dentro da faixa de 60 % da atividade ótima relativa obtida neste estudo.  

 

4.4 Influências do pH e temperatura na estabilidade da atividade preoteolítica do extrato 

enzimático de Bacillus sp. e B. stearothermophilus 

 

Os dados referentes à estabilidade do pH da atividade proteolítica do extrato 

enzimático da amostra Bacillus sp. DPUA1728 foi expressa acima de 74 % da atividade 

máxima relativa nas faixas de pH alcalino (7,2-10,0) (figura 12a). Porém, estes resultados 

divergem dos obtidos por Lima et al. (2009), nos quais a atividade de protease de Candida 

albicans URM3622 teve estabilidade acima de 90 % na faixa de pH 6,0 a 8,2 em 90 minutos, 

com redução a menos de 60 % em pH 10,0. Os valores obtidos com B. stearothermophilus 

DPUA1729 referentes à estabilidade frente ao pH da atividade proteolítica foram mantidos 

acima de 66% em faixas de pH 6,0 a 9,0, com redução menor que 20 % em pH 10,0 (figura 

12b). Resultados similares observados nos estudos realizados por Petrova et al. (2006) 

produzindo protease utilizando Streptomyces sp. Strain 3B e por Sela et al. (1998) usando 

Bacillus cereus na produção protease, estes estudos verificaram a estabilidade da atividade 

enzimática em  faixas de pH (6,5 - 9,0) e (5,6-8,2) respectivamente.  

 
 
 

Quanto à estabilidade da temperatura sobre a atividade proteolítica de Bacillus sp. 

DPUA1728 e B. stearothermophillus DPUA1729 (figura 13) foi constatado que ambos os 

extratos enzimáticos expressaram atividade em todas as temperaturas testadas (25 °C-80 °C) 

por 105 minutos. A estabilidade para o extrato de Bacillus sp. DPUA1728 foi mantida acima 

de 97 % entre a faixa de temperatura de 45 °C a 60 °C (figura 13a). Porém, a estabilidade para 
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Figura 13 - Estabilidade da temperatura em pH 7,2 sobre a atividade proteolítica produzida por Bacillus 
sp. DPUA1728 (13a) e B. stearothermophillus DPUA1729 (13b). 

o extrato de B. stearothermophillus DPUA1729 em relação à temperatura manteve-se acima 

de 85 % da atividade relativa (figura 13b). Resultado similar à estabilidade da temperatura de 

B. stearothermophillus foi obtido por Nagano e To, (1999), no qual a produção de protease 

por Bacillus subtilis FS-2 foi na faixa de temperaturas de 55 °C a 60 °C. 

Os resultados apresentados nesse trabalho referente à estabilidade da atividade 

enzimática são divergentes dos obtidos por Gupta et al. (2005) que utilizou protease 

produzida por Bacillus sp. DPUA1728, obtendo atividade acima de 80 % a 50 °C e acima de 

92 % a 45 °C utilizando um tempo inferior (40 minutos), com redução da atividade relativa a 

18% com temperaturas acima de 55 °C e de Suphatharaprateep et al. (2010), usando proteases 

de Bacillus cereus CNA1 e Klebsiella pneumoniae CNL3 quando submetidas a 50 °C por um 

tempo de 60 minutos apresentaram menos de 60 % da atividade relativa, com redução da 

atividade a 40 % depois de incubado a 55 °C. 

 

 
 
 
5. CONCLUSÃO 
 

Neste trabalho, duas amostras de bactérias do gênero Bacillus originárias de solo 

amazônico, Bacillus sp. DPUA1728 e Bacillus stearothermophilus DPUA1729, apresentaram 

produção de proteases colagenolíticas quando submetidas ao meio sólido contendo apenas 

colágeno solúvel como fonte de carbono. Suas respectivas atividades máximas foram 

expressas em condições distintas de fermentação (pH, temperatura e concentração de 

substrato) quando submetidas a um planejamento fatorial 23 completo.  

Com base nos dados obtidos, na detecção da produção de proteases colagenolíticas e 

em estudos voltados para essa enzima específica, tanto Bacillus sp. DPUA1728 quanto B. 
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stearothermophilus DPUA1729 podem ser micro-organismos de grande potencial para 

produção de enzimas industriais, em aplicações médicas, cosméticos e alimentos e em 

processos que utilizam colágeno e couro.  

Sugere-se novos trabalhos, como a purificação de enzima mais refinada, efeitos de 

inibidores, estimação do peso molecular e verificação da citotoxicidade devem ser realizados, 

a fim de elucidar a utilização desses micro-organismos e suas aplicações biotecnológicas. 
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