
 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA APLICADA À SAÚDE 

 

 

 

 

 

 

LAYLA CARVALHO MAHNKE 

 

 

 

 

 

PURIFICAÇÃO DE COLAGENASE UTILIZANDO COMPÓSITO MAGNÉTICO DE 
AZOCOLL E SUA CARACTERIZAÇÃO. 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 
 2022  



 

 

LAYLA CARVALHO MAHNKE 

 

 

 

PURIFICAÇÃO DE COLAGENASE UTILIZANDO COMPÓSITO MAGNÉTICO DE 
AZOCOLL E SUA CARACTERIZAÇÃO. 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Biologia Aplicada à Saúde 
da Universidade Federal de Pernambuco, 
como requisito para obtenção do título de 
Doutora em Biologia Aplicada à Saúde. 
Área de concentração: Biologia Aplicada à 
Saúde 
 

 

 

 

Orientador: 

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Júnior 

Departamento de Bioquímica, CB/UFPE; 

Instituto Keizo Asami – iLIKA 

 

Co-Orientadora: 

Dra. Maria Helena Menezes Estevam Alves 

Instituto Keizo Asami – iLIKA 

 

 

RECIFE 
 2022 



Catalogação na Fonte:
Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB4/1788

Mahnke, Layla Carvalho
Purificação de colagenase utilizando compósito magnético de Azocoll e sua

caracterização / Layla Carvalho Mahnke. – 2022.

95 f. : il.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Júnior.
Coorientadora: Dra. Maria Helena Menezes Estevam Alves.
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Biociências. Programa de Pós-graduação em Biologia Aplicada à
Saúde, Recife, 2022.
Inclui referências e apêndices.

1. Proteínas. 2. Enzimas. 3. Biotecnologia. I. Carvalho júnior, Luiz
Bezerra de (orientador). II. Alves, Maria Helena Menezes Estevam
(coorientadora). III. Título.

572.7 CDD (22.ed.) UFPE/CB – 2022-216



      

 

LAYLA CARVALHO MAHNKE 
 

 
 
PURIFICAÇÃO DE COLAGENASE UTILIZANDO COMPÓSITO MAGNÉTICO DE 

AZOCOLL E SUA CARACTERIZAÇÃO. 
 

 
 
Tese apresentada ao programa de Pós-
Graduação em Biologia Aplicada à Saúde 
da Universidade Federal de Pernambuco, 
Centro Acadêmico de Biociências, como 
requisito para obtenção de título de 
Doutor em Biologia Aplicada à Saúde. 
Área de concentração: Biologia Aplicada à 
Saúde. 

 
Aprovado em: 30/08/2022 

 
 
 
 
COMISSÃO EXAMINADORA: 
 
 
___________________________________________________________________ 

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Júnior (Orientador) 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
___________________________________________________________________ 

Prof. Dra. Mariana Paola Cabrera (1º Titular) 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
___________________________________________________________________ 

Prof. Dr. David Fernando Morais Neri (2º Titular) 
Universidade Federal do Vale do São Francisco – UNIVASF 

 
___________________________________________________________________ 

Prof. Dr. Ian Porto Gurgel de Amaral (3° Titular) 
Universidade Federal da Paraíba - UFPB 

 
___________________________________________________________________ 

Prof. Dr. Diego de Souza Buarque (4° Titular) 
Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE 

 
 
 

RECIFE 
2009 



      

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico ao Universo por toda iluminação,  

sabedoria e resiliência para compreender,  

escolher e aprender com os diferentes caminhos. 

 

Om Sai Ram.  



      

 

AGRADECIMENTOS 

 

Os meus agradecimentos para todos que contribuíram para a realização deste 

trabalho, muito obrigada. 

À Deus por me fortalecer. 

À toda minha família pelo suporte e apoio. 

Ao Professor Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Júnior, pela paciência, orientação e por 

contribuir para o meu aperfeiçoamento profissional. 

À Dra. Maria Helena Alves, minha co-orientadora e amiga, que me resgatou e nunca 

deixou de acreditar em mim. 

Ao iLIKA – Instituto Keizo Asami pela estrutura que tornou o desenvolvimento deste 

trabalho possível. 

À CAPES pelo investimento na pesquisa e apoio financeiro. 

À Universidade Federal de Pernambuco. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“The scientific man does not aim at an immediate result. He does not 

expect that his advanced ideas will be readily taken up. His work is like 

that of the planter: for the future. His duty is so lay the foundation for 

those who are to come, and point the way. He lives and labors and 

hopes”. 
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RESUMO 

Colagenase (EC 3.4.24.3), enzima proteolítica capaz de degradar a tríplice hélice do 

colágeno, foi purificada, neste trabalho em uma etapa mediante o emprego de um 

compósito magnético contendo o ligante azocoll, colágeno impregnado com 

azocorante, amplamente utilizada como substrato específico para colagenases. A 

colagenase purificada utilizando o compósito MPs-Azocoll apresentou purificação de 

16,6 vezes e rendimento de 33,1%. O peso molecular da colagenase purificada de 

O. mossambicus foi estimado em 30 kDa, corroborando valores de colagenase de 

peixe relatados na literatura. O reuso da MPs-Azocoll apresentou purificações de 

15,9-14,9 vezes, com rendimentos entre 33-31%. Os resultados de caracterização 

da MPs-Azocoll sugerem a presença do azocoll nas partículas, observado pelos 

picos característicos do colágeno na Espectroscopia de infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR); através do deslocamento angular na Difração de 

Raio-X (DRX) e na presença do carbono na análise elementar pela Espectroscopia 

de Raio-X por dispersão em energia (EDX). Foi utilizado o planejamento fatorial com 

análise estatística de variância (ANOVA) para aperfeiçoamento do processo de 

purificação com MPs-Azocoll. Os parâmetros analisados foram: (A) quantidade de 

partícula magnética usada na purificação; (B) quantidade de azocoll usado na 

síntese da partícula; (C) volume de extrato bruto; e (D) tempo de incubação. O 

modelo estatístico foi significativo de acordo com os valores de p e F. As variáveis 

estatisticamente significativas foram: (B) quantidade de azocoll usado na síntese da 

partícula e (D) tempo de incubação. A MPs-Azocoll otimizada foi testada na 

purificação de collagenase de outras fontes utilizando extratos brutos de vísceras do 

peixe (Scomber japonicus) e caldo de cultivo fúngico (Penicillium sp.) obtendo 

resultados de purificação (20; 22,2 vezes e rendimento de 35,8; 94,5% 

respectivamente) superiores aos testados anteriormente. A colagenase 

caracterizada de S. japonicus foi determinada como uma serino-protease, alcalina, 

com melhor atividade no pH 8,0, e a 50°C. Estas características garantem a 

possibilidade de aplicação da colagenase. Estes resultados demonstram que a 

partícula magnética contendo azocoll pode ser aplicada na purificação de 

colagenase em um processo de etapa única, empregando compósito de fácil 

síntese, baixo custo e reutilizável.  

Palavras-chave: Proteases; Partícula magnética; Víscera peixe; Colagenase.



 

ABSTRACT 

Collagenase (EC 3.4.24.3), a proteolytic enzyme capable of degrading the triple helix 

of collagen, was purified in this work in one step using a magnetic composite 

containing the azocoll ligand, collagen impregnated with azodye, widely used as a 

specific substrate for collagenases. Collagenase purified using the MPs-Azocoll 

composite showed, respectively, a 16.6-fold purification and a 33.1% yield. The 

molecular weight of the purified enzyme from O. mossambicus was estimated at 30 

kDa, corroborating the fish collagenase values reported in the literature. The reuse of 

MPs-Azocoll showed purifications of 15.9-14.9 times, with yields between 33-31%. 

The MPs-Azocoll characterization results suggest the presence of azocoll in the 

particles, observed by the characteristic peaks of collagen in the Fourier Transform 

Infrared  spectroscopy (FTIR); through the angular displacement of the X-ray 

Diffraction (XRD) and the presence of the element carbon in the Energy-dispersive 

X-ray spectroscopy analysis (EDX). The factorial design with statistical analysis of 

variance (ANOVA) was used to improve the MPs-Azocoll. The parameters analyzed 

were: (A) amount of magnetic particle used for purification; (B) amount of azocoll 

used on the particle synthesis; (C) volume of crude extract; and (D) incubation time. 

The statistical model was significant according to the p and F values. The statistically 

significant variables were: (B) amount of azocoll used on the particle synthesis and 

(D) incubation time. Optimized MPs-Azocoll was tested for collagenase purification 

from other sources using crude extracts of fish viscera (Scomber japonicus) and 

fungal culture broth (Penicillium sp.) obtaining results purification higher than those 

previously tested (20; 22.2-fold purified and yield of 35.8; 94.5% respectively). The 

collagenase characterized from S. japonicus was determined as a serine protease, 

alkaline, with better activity at pH 8.0, and at 50°C. These characteristics guarantee a 

high possibility of application of collagenase in industry. These results demonstrate 

that the azocoll-containing magnetic particle can be applied in the purification of 

collagenase in a one-step process, employing an easy-to-synthesize, low-cost, and 

reusable composite. 

Keywords: Proteases; Magnetic particle; Fish viscera; Collagenase.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

Enzimas são catalisadores altamente eficientes utilizados em diversos 

campos biotecnológicos. Proteases são industrialmente importantes e amplamente 

empregadas na biomedicina, representando 65% das enzimas comerciais (COELHO 

et al., 2016; DIAS & CARVALHO, 2017). Colagenases (E.C. 3.4.21.32) são 

proteases com potenciais aplicações em diversas áreas. Na medicina e na indústria 

de cosmética, as colagenases são utilizadas em formulações de pomadas para 

limpeza de feridas infectadas, tratamento de lesões necrosadas, abscessos e 

queimaduras, como no preparo de cremes para o tratamento de acnes e rugas, 

limpeza e clareamento da pele (HELLING et al., 2017; ABOOD et al., 2018; 

OLIVEIRA et al., 2020; FERREIRA et al. 2020).  

Em geral, as colagenases são obtidas por via microbiológica e de extratos de 

plantas e animais. Fungos e bactérias são potenciais produtores de colagenase, 

pela possibilidade de indução de produção enzimática e são as principais fontes 

desta enzima para uso comercial. Extratos de plantas ou de animais, como resíduos 

gerados no processamento do peixe, são ricos em biomoléculas e podem ser fontes 

alternativas de enzimas com novas formas de aplicação (ABOOD et al., 2018; 

OLIVEIRA et al. 2020; FERREIRA et al. 2020). A aplicação de enzimas como a 

colagenase para fins terapêuticos exige um elevado grau de pureza, submetendo-a 

a onerosos processos de purificação e encarecendo o produto final. 

As usuais técnicas de purificação compreendem diversas fases dentre elas a 

precipitação, cromatografias, diálise, ultrafiltração, eletroforese, entre outros 

(GÄDKEA et al., 2017; ALVES et al. 2017). Por isso o desenvolvimento de novos 

métodos de obtenção e purificação de enzimas devem ser eficientes e simples para 

que sejam economicamente viáveis (WU et al., 2015).  

Assim, para melhorar processos de purificação, o uso de compósitos 

magnéticos ganha dimensão e relevância neste campo (GÄDKEA et al., 2017; 

ALVES et al., 2017; CABRERA et al., 2019). As utilizações de partículas magnéticas 

são interessantes por exibirem propriedades únicas, tais como alta área de 

superfície, baixa toxicidade e fácil separação de uma mistura utilizando um campo 

magnético externo (ALVES et al., 2017; CABRERA et al., 2019) tornando-se 



16 

 

 

possível separar magneticamente enzimas de diversos extratos (SHAABANI et al., 

2016; KURTA et al., 2017) e ainda reutilizar a partícula magnética para novas 

purificações. Assim, este trabalho almeja desenvolver e aperfeiçoar a síntese das 

partículas magnéticas de azocoll, caracterizar e aplicá-las na purificação de 

colagenase de diferentes fontes. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver e aperfeiçoar a síntese das partículas magnéticas de azocoll, 

caracterizar e aplicá-las na purificação de colagenase de diferentes fontes.  

 

1.1.2 Objetivos Específicos  

 

 Desenvolver o método para síntese do compósito magnético contendo azocoll 

(MPs-Azocoll); 

 Sintetizar as partículas magnéticas contendo azocoll; 

 Caracterizar físico-quimicamente as MPs-Azocoll utilizando MEV, EDX, DRX e 

FTIR; 

 Aperfeiçoar a síntese da partícula magnética e o processo de purificação 

utilizando planejamento fatorial; 

 Purificar colagenase de origem animal e microbiológica utilizando os MPs-

Azocoll; 

 Investigar o efeito de temperatura, pH, inibidores e íons metálicos na atividade da 

colagenase purificada. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 INDÚSTRIAS DE ENZIMAS 

 Enzimas são catalisadores biológicos encontrados em todos os sistemas 

biológicos. Elas são proteínas que por séculos foram inconscientemente 

usadas na forma de extratos bacterianos ou vegetais para fabricação de vinho, 

queijo, pão, cerveja e vinagre e para fabricação de mercadorias como couro e 

linho (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). Entretanto, somente algumas décadas 

atrás suas formas purificadas encontraram ampla aplicação em processos 

industriais (ADRIO & DEMAIN, 2014). O grande desafio ainda consiste nos 

custos associados ao emprego delas em processos industriais. Os processos 

de purificação estão entre eles. 

Atualmente, os fabricantes de detergentes são os maiores consumidores 

de enzimas, que também são muito utilizadas na produção de rações, 

alimentos e bebidas. Elas desempenham papel central na biotecnologia e na 

saúde, sendo utilizadas em diversos processos para aumentar a eficiência e 

especificidade e reduzir gastos. No Brasil, uma das líderes do setor atende 

diversos perfis de clientes, com produtos assim distribuídos: 41% para mercado 

de detergentes, 26% de alimentos, 8% de rações e 25% de outros setores 

como, por exemplo, o terapêutico. Em decorrência destas necessidades e 

tendências, prevê-se um aumento significativo do consumo de enzimas a nível 

internacional. A produção destas biomoléculas atingiu aproximadamente US$ 

11,4 bilhões em 2021, devendo chegar a US$ 12,2 bilhões em 2022. Com taxa 

de crescimento anual de 6,5%, espera-se que o mercado global de enzimas 

atinja 20,3 bilhões até 2030 (GRAND VIEW RESEARCH, 2022).  

A América do Norte dominou o mercado de enzimas com uma 

participação de 37,6% em 2021. Isso se deve ao aumento da demanda do 

setor farmacêutico nos EUA (GRAND VIEW RESEARCH, 2022; EMBRAPA & 

NOVOZYME, 2015; DIAS & CARVALHO, 2017).  
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2.2 COLAGENASES 

 As colagenases (EC 3.4.24.3) atuam na manutenção e regeneração de 

órgãos e tecidos, capazes de clivar o colágeno nativo ou desnaturado em 

condições fisiológicas de pH e temperatura in vivo ou in vitro, não 

apresentando atividade para qualquer outra proteína (FERREIRA et al., 2016; 

OLIVEIRA et al., 2017a). 

Figura 1 - Estrutura molecular da colagenase de Homo sapiens. 

 

Fonte: Swiss-Model (2019). 

 

Do ponto de vista fisiológico, as colagenases dividem-se em: 

metalocolagenases que são colagenases de vertebrados designadas de 

verdadeiras; e serinocolagenase que são colagenases que possuem a 

capacidade de clivar a parte não helicoidal do colágeno (OLIVEIRA et al., 

2017a; SORUSHANOVA et al., 2018). 

Metalocolagenases são da família das metaloproteases capazes de 

degradar a matriz extracelular. Todos os membros desta família são secretados 

como pro enzimas ligadas à membrana celular. Apresentam massa molecular 

entre 30 e 150 kDa e são dependentes de zinco e cálcio que as mantém 

estáveis. Enzimas dessa matriz participam dos mais variados processos 
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fisiológicos que envolvem reparação tecidual e cicatrização de feridas 

(DABOOR et al., 2010; SORUSHANOVA et al., 2018). 

As serinocolagenases são geralmente ativas em pH alcalino e neutro, 

cálcio dependentes, apresentando massa molar entre 24 e 30 kDa. Enzimas 

desse grupo são capazes de clivar a tripla hélice de alguns tipos de colágeno e 

muitas vezes estão relacionadas à produção de hormônios, degradação de 

outras proteínas e coagulação sanguínea (DABOOR et al., 2010; FERREIRA et 

al., 2016; SORUSHANOVA et al., 2018). Ambos os tipos de colagenases 

participam de diversos processos fisiológicos, podendo ser utilizadas no 

desenvolvimento de pomadas tópicas ou biofilmes, atuando em processos de 

regeneração da derme ou aceleramento da cicatrização de queimaduras. 

 

2.2.1 Fontes de colagenases 

Existe um grande interesse na busca de colagenases de fontes 

alternativas. Os fungos produtores de enzimas se caracterizam por produzir 

enzimas extracelulares, sendo considerados mais seguros no que se refere às 

questões sanitárias do que o uso de bactérias. A afinidade por vários sítios ao 

longo da cadeia de colágeno torna as colagenases de origem microbianas uma 

das fontes promissoras para pesquisas e aplicações biotecnológicas 

(FERREIRA et al., 2016; ABOOD et al., 2018). 

A principal fonte utilizada industrialmente é de origem bacteriana 

utilizando como produtor o microrganismo Clostridium histolyticum encontrado 

nas fezes e no solo, é uma bactéria gram-positiva, patogênica em muitas 

espécies, incluindo camundongos, coelhos e seres humanos.  

Outra fonte promissora é o uso de peixe e outros organismos aquáticos 

como fonte de colagenases e de enzimas que apresentam atividade 

colagenolítica (DABOOR et al., 2012; FERREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 

2017a). A colagenase tem sido investigada a partir do reaproveitamento dos 

subprodutos do processamento da indústria do pescado, utilizando o fígado, 

estômago e intestino do peixe. A viabilidade do uso de proteases 

colagenolíticas extraídas a partir de resíduos do pescado já foi evidenciada em 
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diversas espécies que possuem um importante papel na indústria pesqueira 

mundial (OLIVEIRA et al., 2017a; ABOOD et al., 2018). 

 

2.2.2 Colágeno 

 O colágeno constitui o principal elemento estrutural de órgãos e tecidos, 

representando cerca de 20 a 30% do total de proteínas corporais presente nos 

mamíferos. Na Figura 2 as fibras de colágeno são formadas por uma junção de 

várias unidades de fibrilas de colágeno, que por sua vez são formadas pela 

polimerização de moléculas de colágeno alongadas consistindo em três 

subunidades (cadeia polipeptídica) arranjadas em tripla hélice, unidas por 

pontes de hidrogênio formando a α-hélice. A influência na estabilização da 

hélice do colágeno é também devido a pequenas interações químicas como 

Van der Waals, hidrofobicidade e eletro estabilidade (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2013). 

Figura 2 - Imagem ilustrativa da fibra de colágeno. 

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 

  

De uma forma generalizada, como na Figura 3, as cadeias polipeptídicas 

do colágeno se apresentam sequência de aminoácidos tripeptídica: glicina-X-
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prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, sendo o X composto por um dos 20 

aminoácidos existentes. Aminoácidos como a hidroxiprolina e hidroxilisina são 

formados nos ribossomos durante a tradução do RNA mensageiro do colágeno 

a partir da hidroxilação da prolina e lisina. A estrutura simples do colágeno se 

apresenta de forma insolúvel devido a grande quantidade de aminoácidos 

hidrofóbico presentes na sua estrutura (SILVA & PENNA, 2012). 

Figura 3 - Imagem ilustrativa da cadeia polipeptídica do colágeno. 

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender 

 

2.2.2.1 Tipos de colágeno 

 Cerca de 29 tipos diferentes de colágeno foram identificados atualmente, 

divididos em duas classes: os fibrilares e não fibrilares. Apenas nove entre os 

diferentes tipos são facilmente encontrados (Tipo I, II, III, IV, V, VII, IX, XI e XII) 

(DABOOR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017b; SORUSHANOVA et al., 2018). 

O biopolímero mais abundante no corpo dos animais é o colágeno do 

tipo I. Este colágeno tipo I possui uma elevada biocompatibilidade e 

propriedades biodegradáveis tornando-os aplicáveis na área de engenharia de 

tecidos para produção de biomateriais. Alguns colágenos são responsáveis 

pela formação de fibrilas (I, II, III, V e X), organizado em um entrelaçamento 
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dentro das membranas basais (IV e VII) (DABOOR et al., 2010; HELLING et al., 

2017). 

A derme humana é composta por cerca de 80% e 10% de colágenos dos 

tipos I e III respectivamente. As fibras de colágenos fortalecem e organizam a 

matriz extracelular, enquanto as fibrilas de colágeno fornecem a principal 

biomecânica para fixação celular e ancoragem de macromoléculas (OLIVEIRA 

et al., 2017b; SORUSHANOVA et al., 2018). 

 

2.2.2.2 Hidrolise do colágeno 

A tripla hélice do colágeno nativo é altamente resistente à ação da 

maioria das proteases, porém, a colagenase torna a molécula do colágeno um 

alvo fácil para outras enzimas que possuem propriedades colagenolíticas como 

a tripsina e quimiotripsina. As colagenases são capazes de degradar a hélice 

tripla do colágeno em cerca de três quartos do comprimento da molécula no N-

terminal, em Gly775-/-Ile na cadeia alfa1 (OLIVEIRA et al., 2020) A clivagem do 

colágeno por colagenases leva à formação de fragmentos de colágenos que 

por sua vez podem ser hidrolisados por proteases de atividade colagenolítica, 

formando os peptídeos de colágeno como representado na Figura 4 (LIMA et 

al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017b). 

Figura 4 - Imagem ilustrativa da hidrólise do colágeno. 

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 
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 Entre todos os tipos de colagenases, as metalocolagenases 

desempenham um papel importante clivando de forma rápida o colágeno dos 

tipos I, II e III. A conformação da tripla hélice do colágeno está relacionada à 

ação deste tipo de colagenase que atua em um local definido (SILVA et al., 

2018; SORUSHANOVA et al., 2018). As ligações peptídicas presentes nos 

vários tipos de colágeno também podem ser hidrolisadas por proteases que 

possuem propriedade colagenolíticas, quando, por exemplo, o colágeno é 

desnaturado e hidrolisado por proteases como a tripsina e quimiotripsina 

(HELLING et al., 2017; SORUSHANOVA et al., 2018). 

O colágeno também interage com enzimas envolvidas na sua 

biossíntese e/ou degradação. No processamento alimentício industrial, o 

colágeno e/ou seus fragmentos podem ser utilizados na preparação de 

alimentos e bebidas, para melhorar a elasticidade, consistência e estabilidade 

do produto, aumentando a qualidade dos produtos voltados para nutrição e 

saúde (HELLING et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017b). 

 

2.2.3 Aplicação da colagenases 

 Na indústria, colagenases podem ser encontradas nos segmentos 

alimentício, têxtil, farmacêutico, terapêutico e médico. Podem ser utilizadas de 

duas formas: na aplicação direta em soluções tópicas a partir da adição de 

colagenase em pomadas ou biofilmes e na utilização do produto gerado a partir 

da sua reação na hidrólise do colágeno, como peptídeos bioativos (SILVA et 

al., 2018; ABOOD et al., 2018). 

 No estudo de Villegas et al. (2015), foi utilizado com êxito uma 

nanocápsula híbrida contendo colagenase em sua superfície para auxiliar na 

penetração do tecido, resultando na entrega de medicamentos na área 

desejada como ilustrado na Figura 5. Esta estratégia pode melhorar a eficácia 

terapêutica dos atuais nanomedicamentos, permitindo uma distribuição mais 

homogênea e profunda nos tecidos. 
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Figura 5 - Nanocápsula híbrida contendo colagenase na superfície para melhor penetração do 

tecido e liberação do medicamento na área desejada. 

 

Fonte: Villegas et al. (2015). Adaptado. Criado com BioRender. 

 

Teles et al. (2012) utilizaram a colagenase tópica para o tratamento de 

queimaduras de segundo grau no rosto e pescoço, avaliando o tempo de 

cicatrização e taxa de infecção (Figura 6). As bolhas da queimadura e as 

feridas foram higienizadas, e posteriormente aplicada uma fina camada de 

colagenase, 1 vez por dia. Os autores concluíram que o uso da colagenase 

reduziu o tempo da cicatrização epidérmica de 10,5 dias para 6,2 dias sem 

evidencias de infecções, viabilizando o uso da enzima para tratamento de 

queimaduras. 
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Figura 6 - Esquema exemplificando o tratamento utilizando colagenase. 

 

Fonte: Teles et al. (2012). Adaptado. Criado com BioRender. 

 

 

São inúmeras as vantagens do uso de colagenase no tratamento de 

feridas por possuir capacidade de hidrolisar vários tipos de colágeno, 

removendo o tecido necrosado com maior eficiência de forma indolor e não-

hemorrágica, atraindo macrófagos e fibroblastos para o local da ferida 

estimulando a formação de tecidos de granulação, provendo a cicatrização. A 

colagenase pode ser usada por longos períodos em associação com outros 

medicamentos (HELLING et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017a). 

A colagenase vem se destacando na medicina pela sua capacidade de 

decompor o colágeno sem afetar as propriedades de outras proteínas, sendo 

utilizada no tratamento de doenças como a Peyronie, caracterizada pelo 

desenvolvimento de uma placa de colágeno que se instala no corpo cavernoso 

impedindo a sua expansão, afetando cerca de 65 a 120 mil pessoas todos os 

anos; na doença de Dupuytren (Figura 7), uma condição progressiva que faz 

com que os dedos se dobrem em direção à palma da mão, resultado da 

acumulação de depósitos de colágeno na fáscia formando cordões impedindo 

que os dedos se endireitem normalmente; na osteoartrite; no tratamento de 

miomas uterinos e no câncer coloretal (LIMA et al., 2013; ABOOD et al., 2018). 
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Figura 7 - Imagem esquemática do tratamento da contratura de Dupuytren usando Xiaflex. 

 

Fonte: Clinical Trials Arena (2019). Adaptado. Criado com BioRender. 

 

 Como observado na Figura 7, o paciente obteve redução significativa 

dos sintomas da contratura de Dupuytren utilizando aplicação local de Xiaflex, 

medicamento injetável a base de colagenase liofilizada de Clostridium 

histolyticum aprovado e comercializado nos Estados Unidos, Canadá e Europa. 

Xiaflex custa cerca de 4 mil doláres a injeção, podendo atingindo acima de 24 

mil doláres o tratamento (CLINICAL TRIALS ARENA, 2019). A colagenase age 

hidrolisando o cordão de colágeno acumulado na fáscia da palma da mão, 

permitindo a normalização dos movimentos dos dedos do paciente portador da 

contratura de Dupuytren.   

 

2.3 PURIFICAÇÃO DE ENZIMAS 

Produtos comerciais como enzimas, proteínas, anticorpos, moléculas 

orgânicas, entre outros necessitam passar por processos de concentração e 

purificação, principalmente se a molécula extraída possuir como objetivo final o 

uso terapêutico, onde é necessário um grau de pureza considerável. As 

técnicas tradicionais de concentração e purificação se resumem a processos 

de precipitação, centrifugação, diálise e cromatografias (Figura 8).  

Contratura de 
Dupuytren 
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Figura 8 - Etapas/técnicas de purificação convencional. 

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 

 

Para se obter um elevado grau de pureza, é necessário aplicar estas 

etapas sucessivamente, demandando tempo, reduzindo o rendimento e 

elevando os custos do processo. Cada etapa aplicada apresenta um custo alto 

de operação, elevando o custo final do produto comercializado. Cerca de 80% 

do valor final está relacionado a etapas de produção e purificação, indicando a 

necessidade de desenvolvimento de novos métodos mais simples e eficientes 

(ALVES et al., 2017; SILVA et al., 2018). 

 

2.3.1 Purificação de biomoléculas por partícula magnética 

O método de purificação por partícula magnética possui várias 

vantagens em comparação com as tradicionais. Essa técnica reduz o gasto 

desnecessário de tempo e pode ser utilizada na purificação de enzimas sem 

tratamento prévio, diretamente do extrato bruto. No campo da biologia 

molecular, química e medicina de diagnóstico as micro e nanopartículas 

magnéticas são usadas para purificação de extratos variados por possuírem 

propriedades magnéticas somente na presença de um campo magnético 

externo, podendo o alvo ser facilmente separado de outras soluções, eliminando 

etapas utilizada nos processos convencionais (Figura 9) (ALVES et al., 2017; 

LIU et al., 2018). 
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Figura 9 - Etapas de purificação utilizando partícula magnética.  

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 

 

Em geral, a purificação de biomoléculas por partícula magnética baseia-

se no princípio da separação por afinidade (CAO et al., 2012) como 

exemplificado na Figura 10.  

Quando a partícula magnética possui mais de um componente em sua 

estrutura, chamamos de compósito magnético, formado por dois componentes 

básicos: o material magnético (óxido de ferro, níquel, cobre, etc) e o ligante, 

elemento que possui afinidade com a biomolécula de interesse, componente 

chave para obter êxito na purificação. A partícula magnética é exposta ao 

extrato bruto, o ligante reconhece a biomolécula e o complexo partícula 

magnética-biomolécula é formado. Após lavagens para excluir o extrato 

excedente, o complexo pode ser desfeito com aumento de força iônica, 

obtendo a biomolécula purificada e a partícula magnética que poderá ser 

utilizada em outros processos de purificação. 

O uso de partícula magnética mostrou um potencial específico para o 

isolamento enzimático, mais fácil de operar, de baixo custo e mais eficiente que 

quando comparados aos métodos tradicionais já existentes, obtendo melhor 

estabilidade, podendo ser utilizado e reutilizado para purificar biomoléculas 

complexas. 
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Figura 10 - Exemplo de purificação de biomoléculas por partícula magnética. (A) Partícula 

magnética com ligante específico em sua superfície; (B) Extrato bruto contendo a biomolécula 

de interesse para purificação; (C) Partícula magnética exposta ao extrato bruto; (D) O ligante 

presente na superfície da partícula reconhece a biomolécula formando o complexo partícula 

magnética-biomolécula; (E) O complexo partícula magnética-biomolécula é coletado por um 

campo magnético externo, e o restante do extrato bruto removido; (F) Eluição do complexo 

partícula magnética-biomolécula, obtendo a separação da proteína purificada. 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 

 

2.4 PARTÍCULAS MAGNÉTICAS 

As partículas magnéticas possuem um núcleo magnético composto por 

cristais de metal, liga metálica ou óxido metálico, podendo conter uma estrutura 

com um ou mais metais que sejam magnéticos como o ferro, cobre, cobalto, 

níquel, zinco, entre outros. Algumas partículas magnéticas possuem 

características únicas que são obtidas de acordo com a morfologia e tamanho 

da partícula. É o caso da magnetita (Fe3O4), óxido de ferro geralmente formado 

pelo método de co-precipitação de cloreto ferroso (Fe+2) e cloreto férrico (Fe+3) 

em meio alcalino; a maghemita (γ-Fe2O3) geralmente obtida por meio da 

oxidação da magnetita, podendo ser um processo natural ou induzido; ou até 

mesmo a hematita (α-Fe2O3), uma transição de fase da magnetita obtida 

através da variação de temperatura do meio, estruturas que podem ser 

observadas na Figura 11 (WU et al., 2015; TÍQUIA-ARASHIRO & 
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RODRIGUES, 2016; ROTH et al., 2016; LIU et al., 2018; SCHWAMINGER et 

al., 2018; CABRERA et al., 2019).  

Figura 11 - Estrutura da Hematita, Magnetita e Maghemita. 

 
Fonte: Wu et al. (2015). Adaptado. Copyright 2015, Taylor e Francis. 

 

Esses óxidos de ferro possuem propriedades magnéticas, elétricas e 

físico-químicas únicas, tornando-os partículas interessantes para aplicação nas 

diversas áreas biotecnológicas. Comumente, as partículas magnéticas são 

revestidas com um material polimérico que auxilia na sua funcionalidade e 

pode facilitar na adsorção de um ligante (CAO et al., 2012; ROTH et al., 2016; 

QU et al, 2017). 

 

2.5 LIGANTE: AZOCOLL 

 O êxito obtido na purificação de biomoléculas por partículas magnéticas 

é atribuído ao ligante: elemento que possui afinidade com a biomolécula a ser 

purificada. O ligante é a peça chave para um bom funcionamento da técnica e 

na obtenção de resultados satisfatórios na purificação, como: rendimento e 

elevação de atividade da biomolécula. O ligante deve preferencialmente ser 

insolúvel, possuir um peso molecular razoável, e ter afinidade com a proteína 

alvo. 

 O azocoll é um conjugado entre colágeno e um azo corante (vermelho 

brilhante), insolúvel, que apresenta uma cor roxa na solução (Figura 12). Este 

conjugado é um substrato amplamente utilizado para dosagem específica de 

atividade colagenolítica. O colágeno presente no conjugado é hidrolisado pela 
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colagenase liberando moléculas solúveis do azo corante na solução. O 

aumento na intensidade da cor está diretamente relacionado à quantidade de 

protease presente na solução. Relatos anteriores mostraram que a hidrólise de 

azocoll progrediu em função do tempo, com taxas lineares em função da 

concentração da enzima (CHAVIRA et al., 1984). 

Figura 12 - Azocoll: Colágeno impregnado com azocorante vermelho brilhante. 

 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

2.6 APLICAÇÃO DAS PARTÍCULAS MAGNÉTICAS 

Características como inércia química, maior superfície de 

interação/adsorção, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade (quando 

revestidos com um polímero, por exemplo), melhor estabilidade da biomolécula 

alvo imobilizada, o superparamagnetismo (resposta magnética observada 

apenas após a aplicação do campo magnético) podendo ser recuperada pelo 

uso de um ímã, e um método de síntese efetivo, são algumas das vantagens 

do uso de nanopartículas (IYPEA et al., 2017; QU et al., 2017; 

SCHWAMINGER et al., 2018; CABRERA et al., 2019) em processos 

biotecnológicos quando comparada com outras partículas magnéticas. 

As partículas magnéticas têm despertado cada vez mais atenção, não 

apenas pela sua fácil separação por um campo magnético externo, mas 
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também pelas suas potenciais aplicações em vários domínios como a 

biomedicina, o diagnóstico e o setor alimentício, exemplificados na Figura 13. A 

conjugação de partículas magnéticas com biomoléculas como proteínas, DNA, 

enzimas, anticorpos, etc. tem muitas aplicações diferentes, incluindo catálise, 

biossensibilidade, administração direcionada de fármacos, purificação e 

imobilização de proteínas (CAO et al., 2012; SCHWAMINGER et al., 2018; LIU 

et al., 2018).   

Figura 13 - Principais aplicações biotecnológicas das partículas magnéticas. 

 

 

Fonte: Cabrera et al. (2019). Adaptado. Criado com BioRender. 
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Resumo 

As colagenases podem ser rapidamente purificadas a partir de extratos brutos 

por afinidade usando uma partícula magnético contendo azocoll (colágeno 

ligado covalentemente a um azocorante) (MPs-Azocoll). Neste trabalho, 

colagenase foi purificada de vísceras de tilápia (Oreochromis mossambicus). 

Obteve-se uma preparação contendo 306,7 U/mg de proteína; 16,6 vezes 

purificada e um rendimento de 33% em comparação com o extrato bruto, bem 

como uma única banda de proteína foi exibida na eletroforese correspondendo 

a um peso molecular de aproximadamente 30 kDa. MPs-Azocoll também foi 

analisado por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR), difração de raios-X (XRD), microscopia eletrônica de varredura (SEM) e 

Espectroscopia de Raio-X por dispersão em energia (EDX). O compósito 

apresentou a magnetita como fase dominante com morfologia heterogênea e 

presença de Azocoll. 

 

Palavra-chave: Azocoll; Compósito magnético; Colagenase; Purificação. 
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1 Introdução 

O desenvolvimento de partículas magnéticas (MPs) vem se tornando 

cada vez mais importante em diferentes ramos da biomedicina e da 

biotecnologia [1]. O controle preciso das condições de síntese é essencial para 

a produção de compósitos magnéticos funcionais. Além disso, é indispensável 

conhecer suas estruturas e outros detalhes de características quanto à 

aplicabilidade dessas MPs [2]. 

Em nosso laboratório, MPs foram sintetizadas contendo um ligante 

específico e utilizadas para purificação de enzimas [3]. Várias enzimas foram 

identificadas e purificadas a partir de vísceras de peixes: pepsina e serina 

proteases [4, 5]; tripsina [6-13]; quimotripsina [14]; acetilcolinesterase [15-20] e 

colagenases [21-23]. Esses materiais geralmente são descartados e a 

obtenção dessas enzimas a partir deles pode agregar valores econômicos para 

as indústrias pesqueiras, bem como minimizar os danos ambientais causados 

por esses resíduos. 

  As espécies de peixes de água doce representarão cerca de 60% da 

produção total da aquicultura até 2025 [24. 25] e suas vísceras constituem 

aproximadamente 20% da biomassa [26]. 

Este trabalho propõe uma nova técnica de purificação de colagenase 

(EC 3.4.24.7) em apenas uma etapa baseada na afinidade de ligação usando 

um compósito magnético contendo como ligante específico derivado de 

colágeno (azocoll) (MPs-Azocoll). Como modelo, a enzima de vísceras de 

tilápia (Oreochromis mossambicus) foi purificada de suas vísceras. 
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2 Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

Albumina de soro bovino (BSA), anilina (ACS agent), glutaraldeído (25%) 

e azocoll foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha). Ácido 

tricloroacético (TCA) foi adquirido pela Vetec Chemical (Rio de Janeiro, Brazil). 

Cloreto férrico hexahidratado e Cloreto férrico tetrahidratado foram obtidos da 

Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os outros reagentes foram de grau 

analítico.  

2.2 Síntese da Partícula Magnética com Azocoll 

Este procedimento foi realizado de acordo com Alves et al. [3]. 

Resumidamente, uma mistura aquosa (100 mL) contendo FeCl3.6H2O (1,1 M) e 

FeCl2.4H2O (0,6 M) foi adicionada a uma quantidade de azocoll (10 mg), então, 

foi adicionado hidróxido de amônio 28,0-30,0% para atingir o pH até 11. A 

mistura foi aquecida a 50 °C sob agitação vigorosa. O precipitado magnético e 

preto foi coletado por um imã externo, lavado com água destilada, seco a 50 ºC 

e mantido a 25 ºC para uso posterior. 

2.3 Obtenção do Extrato Bruto de Peixe 

Espécimes de tilápia (O. mossambicus) foram capturados no tanque de 

peixes do Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (Brasil). As vísceras foram coletadas e homogeneizadas (1 mg de 

tecido mL-1, p/v, em 5 mL de tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 8,0) usando um 

homogeneizador de tecido (COLE-PARMER Modelo 04369-15). A preparação 
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resultante foi centrifugada a 10.000g por 25 min a 4 ºC para remover a gordura. 

O sobrenadante (extrato bruto) foi congelado a -20 ºC e usado para outras 

etapas de purificação.  

2.4 Purificação de Colagenases e Reuso 

MPs-Azocoll (0,1 g) foi incubado separadamente com o extrato bruto de 

peixe de O. mossambicus por 2 h a 4 °C sob agitação. Após esse tempo, as 

partículas foram coletadas com campo magnético externo e lavadas com 

tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, para remover as proteínas não complexadas. 

Em seguida, foi adicionado NaCl 3M (2mL). O primeiro sobrenadante e as 

lavagens foram coletados para determinações de proteínas e atividades 

enzimáticas. Para testar a reutilização do MPs-Azocoll, o processo de 

purificação descrito acima foi repetido quatro vezes usando um extrato bruto de 

peixe incubado com a mesma preparação de MPs-Azocoll. 

2.5 Determinação da Atividade Colagenolítica e Proteínas Totais 

A atividade da colagenase foi determinada de acordo com metodologia 

usando azocoll como substrato [14]. Resumidamente, uma mistura de reação, 

contendo 5 mg de azocoll, 500 μL de 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) com 5 mM CaCl2 

e 500 μL de extrato bruto, foi incubada a 55 °C por 30 min, sob agitação. Em 

seguida, 200 μL de ácido tricloroacético (TCA) a 40% foram adicionados para 

interromper a reação. Após 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a 

10.000g por 10 minutos a 4 °C. A leitura dessas amostras centrifugadas foi 

realizada utilizando um espectrofotômetro (Biotech Ultrospec 3000 Pro) no 

comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida 
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como a quantidade de enzima necessária para aumentar a absorbância em 

0,01 a 595 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicata. A concentração 

de proteína foi determinada usando albumina de soro bovino (BSA) como 

padrão [27]. 

2.5 Eletroforese (SDS-PAGE) 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-

PAGE) foi realizada de acordo com a metodologia usando gel de empilhamento 

de 6% (p/v) e gel de separação de 12,5% (p/v) [28], bem como empregando 

marcadores de peso molecular Amersham ECL rainbow. Os géis foram 

corados por nitrato de prata [29].  

2.6 Caracterização de MPs-Azocoll 

2.6.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) e Dispersão de 

energia por Raio-X (EDX) 

Um microscópio eletrônico de varredura FEI Nova 200 com analisador 

de raios-X dispersivo de energia integrado foi usado para estudos morfológicos. 

As amostras foram revestidas com Au (para análise SEM), a 100 kV e para 

EDX, as amostras não foram revestidas. 

2.6.2 Difração de Raio-X (XRD) 

As propriedades estruturais das partículas magnéticas foram 

caracterizadas por difração de raios-X, que foi realizada em um difratômetro de 

raios-X Siemens D5000. Amostras representativas em pó foram analisadas na 

faixa de 10º < 2θ < 90º usando radiação CuKα (λ = 1,5406 Å), em etapas de 
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0,02º e com tempo de contagem de 1,0 s por etapa. O tamanho dos cristalitos 

formados foi estimado usando a equação de Scherrer descrita abaixo: 

(1)   D = 
𝐾 𝜆 

𝛽 𝐶𝑜𝑠 𝜃
 

D é o tamanho do cristalito;  

K é o fator de forma de cristalito; 

𝜆 é o comprimento de onda utilizado no raio-X;  

𝛽 é a largura a meia altura do pico de difração de raios-X em radianos; 

𝜃 é o ângulo (Bragg) de difração dos picos analisados. 

 

2.6.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) 

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

foram obtidos em um espectrômetro FTIR IFS-66 (Bruker, Billerica, MA, 

EUA) na faixa de 4000-600 cm-1 usando pellets de KBr. Normalmente, 100 

varreduras foram gravadas com uma resolução de 4 cm-1. 

 

3 Resultados e Discussão 

3.1 Purificação de Colagenase 

As colagenases são enzimas proteolíticas capazes de degradar a tripla 

hélice do colágeno em cerca de três quartos do comprimento da molécula no 

N-terminal, em Gly775-/-Ile na cadeia alfa1(I) [23]. Por outro lado, o colágeno 

compõe uma família de proteínas fibrosas insolúveis e estruturais de 
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fundamental importância na constituição da matriz extracelular do tecido 

conjuntivo [30]. Aqui, o colágeno ligado covalentemente ao um azo corante 

foi usado como substrato para a medição enzimática ou como ligante 

introduzido nas partículas magnéticas de óxido de ferro (MPs-Azocoll). As 

colagenases têm sido sugeridas na terapia enzimática para o tratamento de 

condições associadas ao colágeno [31]. As colagenases de vísceras de O. 

mossambicus foram purificadas por um procedimento de uma etapa usando  

MPs-Azocoll. O princípio deste método é mostrado esquematicamente na 

Figura 1.  

Figura 1 - Processo de síntese e purificação utilizando MPs-Azocoll. 

 

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender. 

 

Primeiramente, as partículas são facilmente sintetizadas produzindo o 

compósito magnético (MPs-Azocoll) e o extrato bruto é incubado com elas. A 
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colagenase presente no extrato bruto reconhece o substrato azocoll na MPs-

Azocoll e se liga a ele. O complexo de MPs-Azocoll-colagenase é formado, 

com auxílio de um campo magnético externo, as partículas são coletadas e 

as lavagens são realizadas para remover as proteínas não complexadas. 

Por fim, o complexo MPs-Azocoll-colagenase é desfeito utilizando o aumento 

de força iônica (3M NaCl), as MPs-Azocoll são coletada novamente pelo 

campo magnético externo, obtendo a colagenase purificada. É importante 

registrar que o MPs-Azocoll pode ser reutilizado. 

A Tabela 1 resume o desempenho da purificação da colagenase usando 

MPs-Azocoll. 

Tabela 1 - Purificação de colagenase de O. mossambicus com MPs-Azocoll. 

Amostra 

Proteína 

Total  

(mg) 

Atividade 

Total  

(U) 

Atividade 

Específica 

 (U/mg) 

Rendimento 

(%) 
Purificação 

Extrato Bruto 1.50 27.8 18.5 100 1 

MPs-Azocoll 0.03 9.2 306.7 33.1 16.6 

MPs 0.05 1.06 21.2 3.8 1.14 

Todas as operações foram realizadas a 4 ºC 

  

Uma preparação com atividade 16,6 vezes maior do que a encontrada 

no extrato bruto foi obtida com atividade específica de 306,7 U/mg de 

proteína e rendimento de 33,1%. O extrato bruto também foi incubado com 

MPs sem ligante como controle e uma purificação insignificante foi 

observada (1,14 vezes). Este achado é a favor da afinidade enzima-

substrato. A ausência de liberação de cor das MPs-Azocoll pela enzima 
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complexada sugere que nesta condição ela não catalisou a hidrólise do 

substrato. Provavelmente, o impedimento estérico evitaria a ação catalítica. 

O MPs-Azocoll recuperado após a purificação foi reutilizado conforme 

sugerido na Figura 1 e os resultados são apresentados na Tabela 2.  

Tabela 2 - Reuso das partículas MPs-Azocoll. 

Amostra 
Proteína 

Total  

(mg) 

Atividade 

Total  

(U) 

Atividade 

Específica 

 (U/mg) 

Rendimento 

(%) 
Purificação 

Extrato Bruto 1.45 45.4 31.5 100 1 

1º Reuso 0.03 15 500 33 15.9 

2º Reuso 0.03 14.6 486.7 32.2 15.5 

3º Reuso 0.03 14.2 473.3 31.2 15.02 

4º Reuso 0.03 14.1 470 31 14.92 

Todas as operações foram realizadas a 4 ºC 

 

Após o quarto reuso com a mesma preparação de MPs-Azocoll foi 

mantida cerca de 90% da eficiência de purificação, observado-se a 

efetividade na purificação de colagenases de vísceras de peixes. 

Desempenho semelhante entre os reusos foram observados: atividade 

específica, rendimento e purificação foram de 482,61 ± 13,63 U/mg, 32 ± 

1,41% e 15,34 ± 0,45 vezes, respectivamente. Resultados comparáveis de 

reutilização foram relatados usando a partícula magnética de azocaseína 

para purificar tripsina quatro vezes [3] corroborando a vantagem reutilizável 

das MPs como outra característica deste material [32]. 

As técnicas usuais de purificação de enzimas abrangem várias etapas, 

são caras e demoradas, portanto, MPs representam uma alternativa 
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interessante e muito promissora para etapas de purificação, como baixo 

custo, alta reutilização e recuperação [3, 33]. Cerca de 80% do custo total de 

uma enzima comercializada está relacionado às etapas de produção e 

purificação, levando ao desenvolvimento de novos métodos inovadores [33]. 

A Tabela 3 lista os métodos de purificação de colagenases de vísceras 

de peixes e microorganismos relatados na literatura, que são comparados 

com os resultados atuais. 
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Tabela 3 - Resultados da purificação de colagenase de peixe e microorganismo. 
 

Nome Cienctífico Espécie 
Método de 

Purificação 
Purificação 

Rendimento 

(%) 

Peso 

Molecular 

(kDa) 
Referência 

Aspergillus heteromorphus URM 

0269 
Microorganismo 

ATPS polyethylene 

glycol-PEG + 

Citrate 

7.8 157.5 N/I [45] 

Chlorella vulgaris Microalga 

ATPS polyethylene 

glycol-PEG + 

Phosphate 

10.7 244.4 N/I [46] 

Cichlaocellaris Peixe 

TPP t-butanol ratio 

of 1:0.5 (v/v) + 30% 

(NH4)2SO4 

5.07 239.2 

Duas 

subunidades 

60 e 10 

[23] 

Scomber japonicus Peixe 

Acetone precipitate 

+ DEAE Sephadex 

A-50 + Sephadex 

G-100 + DEAE 

Sephacel + 

Sephadex G-75 

39.5 0.1 N/I [34] 

Muscles, fins and bones of mixed 

fish samples of haddock, herring, 

ground fish and flounder 

Peixe 

Ammonium sulfate 

+ Free solution + 

Sephadex G-100 

15.7 22.77 

Duas 

subunidades 

50 e 10 

[35] 

Pseudomonas sp. Microorganismo 
Ammonium sulfate 

+ Octyl-sepharose 

+ Chromatography 
13 3.6 34 [49] 

Sardinella aurita Peixe 
Ammonium sulfate 

+ Sephadex G-100 
3.82 6.8 14.2 [50] 

Bacillus licheniformis F11.4 Microorganismo 

Ammonium sulfate 

+ DEAE Sephadex 

A-50 

26.3 2.6 

Duas 

subunidades 

124 e 26 

[51] 

Penicillium aurantiogriseum Microorganismo 

ATPS polyethylene 

glycol-PEG + 

Phosphate 

5.3 48.1 39.16 [52] 

Aspergillus sp. UCP1276 Microorganismo 

Acetone precipitate 

+ DEAE-Sephadex 

G-50 + Superdex-

75 AKTA control 

2.09 22.85 28.7 [53] 

Scorpaenanotata Peixe 

Ammonium 

sulfate + Gel 

filtration + Ion 

exchange 

4.89 6.69 24 [54] 

Nocardiopsisdassonvillei 

NRC2aza 
Microorganismo 

Ammonium sulfate 

+ Sephacryl S-200 

+ DEAE-Sepharose 
6.23 3.33 

Duas 

subunidades 

35 e 40 
[55] 

Aspergillus tamari URM4634 Microorganismo 
Acetone precipitate 

+ DEAE-Sephadex 

A50 
2.8 25.1 49.3 [56] 

Oreochromis mossambicus Peixe MPs-Azocoll 16.6 33.1 ~30 Este trabalho 

       N/I: Dados não informados pelo autor 
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A enzima purificada do peixe cavala (Scomber japonicus) foi purificada 

39,5 vezes apresentando um rendimento de apenas 0,1% [34]. Os autores 

empregaram cinco etapas. O método proposto nesta contribuição utiliza 

apenas uma etapa e apresentou maior rendimento (cerca de 33%). A 

colagenase de uma mistura de resíduos de pescado apresentou purificação 

(15,7) e rendimento (22,7%) semelhantes em comparação com os resultados 

deste trabalho [35]. No entanto, os autores empregaram três etapas, incluindo 

alguns passos para obter a solução livre antes de aplicar na coluna Sephadex 

G-100. Os demais trabalhos apresentaram resultados inferiores em relação ao 

método proposto nesta contribuição. A Figura 2 apresenta o SDS-PAGE para a 

colagenase purificada por MPs-Azocoll. O peso molecular aproximado de 30 

kDa pode ser estimado comparando a banda de proteína única (Figura 2-E) 

com os marcadores padrão. 

Figura 2 - SDS-PAGE da colagenase purificada da víscera de tilápia usando MPs-Azocoll (E) 

comparada com o extrato bruto em diferentes diluições (B, C, and D) e marcador molecular (A). 
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Este valor está de acordo com a maior parte do peso molecular da 

colagenase relatado na Tabela 3. As colagenases apresentam uma ampla faixa 

de pesos moleculares. Esses valores amplos são esperados porque as 

colagenases não possuem uma única estrutura ou uma única fonte [35]. Muitos 

estudos relataram peso da colagenase variando de 30 a 150 kDa [36]. 

3.2 Caracterização da MPs-Azocoll  

3.2.1 Análise de FTIR  

Azocoll é um substrato insolúvel em água composto de colágeno ligado 

covalentemente a um corante azo vermelho que é liberado após a hidrólise de 

peptídeos. É amplamente utilizado na quantificação da atividade colagenolítica. 

Para confirmar a presença de azocoll no MPs-Azocoll, a análise FTIR foi 

comparada com MPs e Azocoll na Figura 3. 

Figura 3 - FTIR da MPs (preto), MPs-Azocoll (vermelho) and Azocoll (azul). 
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Os picos de Azocoll em 3283 cm-1, 2972 cm-1, 1539 cm-1 e 1475 cm-1 

são característicos de azocoll representando, respectivamente, amida A, amida 

B, amida II e amida III, bandas típicas do colágeno [37]. A ligação –N=N– do 

grupo azo é representada no pico em 1633 cm-1 [38] e os picos 1346 cm-1, 

1233 cm-1 e 1055 cm-1 podem ser atribuídos à presença de compostos 

aromáticos e amina terciária revelado por FTIR em azocoll [39, 40]. Picos 

semelhantes com menor intensidade podem ser observados para MPs-Azocoll 

devido à menor quantidade de azocoll nas partículas magnéticas, mas são 

evidência da presença de azocoll nas MPs-Azocoll. Esses picos estão 

ausentes nos MPs. 

3.2.2 Difração de Raio-X 

O XRD é usado para determinar as diferentes estruturas cristalinas 

apresentadas nas partículas magnéticas. Os MPs eram muito escuros e 

magnéticos, sugerindo que a magnetita poderia ser a fase dominante, embora 

a maghemita não possa ser excluída [41]. A Figura 4 mostra o XRD para MPs e 

MPs-Azocoll. 

Em ambos os difratogramas é possível observar seis picos 

proeminentes. Os picos para MPs foram encontrados no ângulo 2 θ igual a 

30,2; 35,5; 43,3; 53,8; 57,3 e 62,8 podem ser atribuídos aos planos cristalinos 

em (220), (311), (400), (422), (511) e (440), que podem se referir a magnetita e 

maghemita, de acordo com o Centro Internacional para Dados de Difração [42, 

43, 44]. Para MPs-Azocoll observou-se um leve deslocamento angular e uma 
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diminuição na intensidade dos picos apresentados com ângulo 2 θ de 30; 35,6; 

43,1; 53,8; 57,2 e 62,6. 

Figura 4 - XRD da MPs (preto) e MPs-Azocoll (vermelho). 

 

Quando Fe3O4 são sintetizados com outros elementos é esperado um 

pequeno deslocamento de pico em relação aos MPs, provavelmente devido a 

tensões na estrutura cristalina da magnetita ocorridas durante a síntese do 

material [44]. A concentração desses componentes também influencia nos 

deslocamentos e na intensidade de dos picos no difractograma. Desta forma, 

os resultados de XRD confirmam os resultados de FTIR. 

Uma ferramenta muito utilizada na caracterização de cristalitos é a 

equação de Scherrer que relaciona a largura dos picos da difração de raios-X 

com o tamanho dos cristalitos [45, 46]. De acordo com a Eq. (1), o tamanho 

aproximado do cristalito de MPs-Azocoll foi estimado entre 7-10 nm. O 
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alargamento do pico de difração diminui com o aumento do tamanho do 

cristalito [45]. 

3.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura e Espectroscopia de 

Raio-X por dispersão em energia 

A Figura 5 apresenta SEM de MPs (A) e MPs-Azocoll (B) mostrando 

ambas as partículas em aglomerados com uma morfologia heterogênea. Sob 

esta resolução não é possível distinguir qualquer diferença substancial. 

A Figura 5-C apresenta a análise de energia dispersiva de raios-X (EDX) 

de MPs e MPs-Azocoll. Como previsível, o elemento carbono está presente 

apenas no MPs-Azocoll (23%). Obviamente, ferro e oxigênio são identificados 

em ambas as preparações (41% e 34% respectivamente). O cloreto também 

está presente como uma contaminação durante a síntese. 
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Figura 5 - Imagens da microscopia eletrônica de varredura da MPs (A) e MPs-Azocoll (B) e 

análise de energia dispersiva de raios-X (C). 

 

 

4 Conclusão 

A partir dos resultados apresentados acima, pode-se concluir que a 

utilização e o reuso de MPs-Azocoll mostrou-se eficiente na purificação da 

colagenase, purificando em apenas uma etapa com valores de rendimento e de 
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purificação, 33,1% e 16,6, respectivamente. A presença de azocoll nas 

partículas magnéticas é sugerida por bandas de absorção características de 

FTIR e pelo deslocamento dos picos obtida a partir de difratogramas de DRX. 

Portanto, MPs-Azocoll pode ser proposto como alternativa para purificação de 

proteases, por apresentar uma técnica mais rápida, eficaz e de baixo custo. 
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Resumo 

Colagenases (EC 3.4.24.7) são enzimas proteolíticas capazes de degradar a 

tripla hélice do colágeno, possuindo atuação na regeneração tecidual, 

tornando-se essencial na área médica, cosmética e farmacêutica. A 

colagenase de extratos brutos pode ser rapidamente purificada utilizando 

compósito magnético contendo como ligante de afinidade o azocoll (colágeno 

ligado covalentemente ao azocorante). Este trabalho apresenta uma técnica de 

purificação em uma etapa mais rápida, de baixo custo e eficaz para 

colagenases à base de partículas magnéticas (MPs) contendo azocoll. Propõe-

se um desenho experimental 24 para otimizar o processo de purificação 

utilizando MPs-Azocoll, apresentando uma colagenase 43 vezes purificada com 

atividade específica 2866 U/mg, utilizando 100 mg de MPs-Azocoll feito com 

apenas 50 mg de Azocoll, incubado por 1 hora com 6 mL de extrato bruto. Os 

resultados estatísticos das análises elegem as variáveis Azocoll e Tempo 

significativas com o valor de p menor que 0,05. O modelo é significativo com 

valor de p 0,0159 e valor de F 3,32, rejeitando a hipótese nula. A atividade 

ótima da colagenase purificada foi observada em pH 8,0 e 50 °C. A atividade 

colagenolítica foi inibida por PMSF, um indicativo de uma serina-protease. 

Palavra-chave: Planejamento fatorial; Variáveis; Design Expert; Colagenase.  
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1 Introdução 

O colágeno compõe uma família de proteínas fibrosas estruturais e 

insolúveis de fundamental importância na constituição da matriz extracelular do 

tecido conjuntivo [1]. Já as colagenases (EC 3.4.24.7) são enzimas 

proteolíticas capazes de degradar a tripla hélice do colágeno. A capacidade de 

quebrar o colágeno sem afetar as propriedades de outras proteínas tornou as 

colagenases uma ferramenta útil na medicina para limpar feridas necróticas, 

cicatrizes pós-operatórias, queimaduras, entre outras, sendo ainda usado no 

tratamento da doença de Peyronie, doença de Dupuytren, osteoartrite e no 

tratamento de miomas uterinos. As colagenases agem removendo o tecido 

necrosado pela hidrólise do colágeno, sem ação dolorosa e hemorrágica, 

podendo ser utilizada por longos períodos em associação com outras drogas, 

estimulando a cicatrização epitelial [2-4]. Portanto, para utilização da 

colagenase, a purificação torna-se uma questão muito importante. 

As partículas magnéticas (MPs) têm atraído a atenção devido a sua 

ampla aplicação como separação de biomoléculas, agentes de contraste para 

ressonância magnética, catálise, usos biomédicos, entre outros [5]. As MPs de 

óxido de ferro são partículas não tóxicas que podem ser sintetizadas de forma 

econômica através da co-precipitação de sais de ferro [6]. Quando sintetizadas 

contendo um ligante específico, esses compósitos podem ser utilizados na 

purificação de biomoléculas [7] como é o caso da partícula magnética contendo 

azocoll como ligante específico para purificar colagenases (MPs-Azocoll). 

As técnicas usuais de purificação de enzimas abrangem várias etapas, 

são caras e demoradas, portanto, MPs representam uma alternativa 
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interessante e muito promissora para etapas de purificação, como baixo custo, 

reutilização e excelente rendimento [7,8]. Cerca de 80% do custo total de uma 

enzima comercializada está relacionado às etapas de produção e purificação, 

levando ao desenvolvimento de novos métodos inovadores [8]. Por outro lado, 

os resíduos da indústria pesqueira são fontes auspiciosas de biomoléculas 

como as colagenases [9-11]. 

Neste estudo, é proposto um desenho experimental para otimizar o 

processo de purificação utilizando MPs-Azocoll para purificar colagenase de 

diferentes fontes e caracterizar a enzima de cavala (Scomber japonicus). 

2 Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

Azocoll, ácido etilenodiamina tetraacético (EDTA), fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF), tosil lisina clorometil cetona (TLCK), tosil fenilalanil 

clorometil cetona (TPCK) e Benzamidina foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(EUA). Colagenase de Clostridium histolyticum (Thermo-Fisher, EUA). O ácido 

tricloroacético (TCA) foi adquirido da Vetec Chemical (Brasil). O cloreto férrico 

hexahidratado e o cloreto ferroso tetrahidratado foram obtidos da Merck 

(Alemanha). Todos os outros reagentes foram de grau analítico. 

2.2 Síntese de MPs-Azocoll  

Este procedimento foi realizado de acordo com Alves et al. [7]. 

Resumidamente, uma mistura aquosa (100 mL) contendo FeCl3.6H2O (1,1 M) e 

FeCl2.4H2O (0,6 M) foi adicionada a uma quantidade de azocoll (10 mg), então, 

foi adicionado hidróxido de amônio 28,0-30,0% para atingir o pH até 11. A 
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mistura foi aquecida a 50 °C sob agitação vigorosa. O precipitado magnético e 

preto foi coletado por um imã externo, lavado com água destilada, seco a 50 ºC 

e mantido a 25 ºC para uso posterior. 

2.3 Obtenção do Extrato bruto 

Espécimes de tilápia (O. mossambicus) e cavala (S. japonicus) foram 

capturados no tanque de peixes do Departamento de Pesca da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (Brasil). As vísceras foram coletadas e 

homogeneizadas (1 mg de tecido mL-1, p/v, em 5 mL de tampão Tris-HCl 0,01 

M, pH 8,0) usando um homogeneizador de tecido (COLE-PARMER Modelo 

04369-15). A preparação resultante foi centrifugada a 10.000g por 25 min a 4 

ºC para remover a gordura. O sobrenadante (extrato bruto) foi congelado a -20 

ºC e usado para outras etapas de purificação. A produção da colagenase por 

Penicillium sp. usando meio de cultura composto de extrato de malte, peptona, 

glicose, sais e ágar são descritos por Wanderley et al. [12]. Uma solução 

estoque de colagenase de C. histolyticum (comercial) (30 mg/mL) diluída em 20 

mL de tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 foi usada como enzima padrão e 

comparativa. 

2.4 Planejamento Experimental 

Previamente, para estabelecer as melhores condições de purificação da 

colagenase foi realizado um planejamento experimental utilizando extrato bruto 

de tilápia (Oreochromis mossambicus). Quatro parâmetros foram analisados: a 

quantidade total de MPs-Azocoll utilizada na purificação (A); quantidade total 

de Azocoll utilizada na síntese de MPs-Azocoll (B); volume de extrato bruto (C) 
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e tempo de incubação (D) nas respostas selecionadas: atividade específica, 

rendimento e purificação. Os intervalos de nível dos parâmetros investigados 

estão listados na Tabela 1. Consequentemente, foi usado MPs-Azocoll (0,05 g, 

0,1 g e 0,15 g) contendo diferentes quantidades de azocoll (10 mg, 50 mg e 

100 mg) incubados separadamente com extrato de intestino de peixe (2 mL, 4 

mL e 6 mL) de O. mossambicus por 60 min, 120 min e 180 min a 4 °C sob 

agitação. O MPs-Azocoll foi coletado com um campo magnético externo (ímã) e 

lavado com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0. Depois disso, foi adicionado NaCl 

3M. O primeiro sobrenadante e as lavagens foram coletados para 

determinações de proteínas e atividades enzimáticas. 

Tabela 1 - Níveis usados para o planejamento experimental. 

Variáveis  

Analisadas 

Níveis     

-1 0 1 

A: MPs-Azocoll (mg) 50 100 150 

B: Azocoll (mg) 10 50 100 

C: Extrato bruto (mL) 2 4 6 

D: Tempo (min) 60 120 180 

 

 

Assim, o desenho experimental foi composto por 27 ensaios e a 

influência foi avaliada com três repetições no ponto central conforme mostrado 

a seguir (Tabela 2). A análise de variância (ANOVA) dos dados obtidos foi 

realizada com o software Design Expert 12 (Stat-Ease, Inc. 2022, Minneapolis, 

MN, EUA). 
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2.5 Purificação de Colagenase  

Após o software prever as melhores condições para purificação da 

colagenase, extratos brutos de S. japonicus, Penicillium sp. e C. histolyticum 

foram purificados usando 0,1 g de MPs-Azocoll contendo 50 mg de azocoll, 

incubados por 60 min. Após esse tempo, as partículas foram coletadas com 

campo magnético externo e lavadas com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, para 

remover as proteínas não complexadas. Em seguida, foi adicionado NaCl 3M. 

O primeiro sobrenadante e as lavagens foram coletados para determinações de 

proteínas e atividades enzimáticas. 

2.6 Determinação da Atividade Colagenolítica e Proteínas Totais 

A atividade da colagenase foi determinada de acordo com metodologia 

usando azocoll como substrato [13]. Resumidamente, uma mistura de reação, 

contendo 5 mg de azocoll, 500 μL de 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) com 5 mM 

CaCl2 e 500 μL de extrato bruto, foi incubada a 55 °C por 30 min, sob agitação. 

Em seguida, 200 μL de ácido tricloroacético (TCA) a 40% foram adicionados 

para interromper a reação. Após 10 minutos, as amostras foram centrifugadas 

a 10.000g por 10 minutos a 4 °C. A leitura dessas amostras centrifugadas foi 

realizada utilizando um espectrofotômetro (Biotech Ultrospec 3000 Pro) no 

comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para aumentar a absorbância em 

0,01 a 595 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicata. A concentração 

de proteína foi determinada usando albumina de soro bovino (BSA) como 

padrão [14]. 
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2.7 Caracterização da Colagenase Purificada 

2.7.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade Enzimática 

Para determinar o efeito do pH na atividade colagenolítica, o pH da 

mistura de reação contendo 0,5% (p/v) de azocoll foi variado na faixa de 2,0 a 

11,0. Os tampões utilizados foram: citrato 0,05 M (pH 2,0-6,0), Tris-HCl 0,05 M 

(pH 7,0-9,0) e carbonato-bicarbonato 0,05 M (pH 10,0-11,0), e o ensaio de 

atividade realizado a 55 °C. Para determinar a temperatura ideal para a 

atividade enzimática, a mistura de reação foi incubada na temperatura 

selecionada (de 20 a 90°C) e pH 8,0. A atividade residual foi calculada como a 

razão entre as atividades enzimáticas, observadas no final de cada ciclo de 

incubação, e no início, e expressa em porcentagem (%). 

2.7.2 Efeito de Inibidores e Ions na Atividade Enzimática 

Inibidores de protease e efeito de íons foram investigados na atividade 

da enzima, pré-incubada por 30 min 100 µL de colagenase com 100 µL de 

inibidores ou íons por 30 minutos. Os inibidores testados foram: fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF), ácido etilenodiamino tetracético (EDTA), tosil lisina 

clorometil cetona (TLCK), tosil fenilalanil clorometil cetona (TPCK) e 

Benzamidina na concentração de 10 mM. Os íons testados foram K+, Mn2+, 

Cu2+, Mg2+, Ca2+, Ni2+, Zn2+, Ba2+, Hg2+, Pb2+, Cd2+ e Al3+ na concentração de 1 

mM. A atividade residual foi determinada como a porcentagem da atividade 

proteolítica em uma amostra de controle livre de inibidor. 
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3 Resultados e discussão 

O presente procedimento de purificação foi inspirado em publicações 

anteriores [7,15]. Basicamente, a partícula magnética é sintetizada na presença 

de um ligante (substrato/macromolécula) que possui afinidade com a enzima. 

Aqui, o azocoll (colágeno ligado ao um azo corante) foi fortemente adsorvido na 

superfície das partículas magnéticas. Uma preparação de colagenase impura 

quando incubada na presença do MPs-Azocoll, formando um complexo não 

produtivo, ou seja, foi capaz de reconhecer o substrato alterado mas não o 

hidrolisou. Outras lavagens foram capazes de remover as proteínas não 

complexadas. Aumentando a força iônica (NaCl), o complexo MPs-Azocoll-

colagenase é desfeito, e a enzima purificada obtida. Todas essas lavagens 

foram realizadas usando um campo magnético externo (ímã). A última etapa 

permitiu, separadamente, a obtenção da colagenase solúvel purificada e da 

MPs-Azocoll para possíveis reutilizações. Compósitos magnéticos anteriores 

sintetizados de forma semelhante, nas mesmas condições, exceto pela 

mudança de substrato/macromolécula; levan em vez de azocoll [15] ou na sua 

ausência [16], apresentou tamanhos de 14 ± 2 nm e 20 ± 3 nm, 

respectivamente. 

3.1 Planejamento Fatorial 24 

Todos os parâmetros utilizados no procedimento de purificação foram 

analisados sob um planejamento experimental de acordo com os valores da 

Tabela 1 e utilizando extrato bruto de O. mossambicus. Os resultados são 

apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Valores para Atividade Específica, Purificação e Rendimentos usando planejamento 

fatorial 24 para MPs-Azocoll. 
Ensaio Variável       Respostas           

  A B C D A.Esp.(U/mg) Purificação Rendimento (%) 

1 -1 0 -1 0 1462 22 77 

2 -1 1 0 0 2053 31 88 

3 1 1 0 0 852 13 37 

4 0 1 0 1 1552 23 31 

5 0 -1 1 0 2253 34 41 

6 0 0 -1 -1 1002 15 75 

7 1 -1 0 0 2031 31 35 

8 0 1 1 0 2389 36 57 

9 0 -1 0 -1 934 14 50 

10 0 0 1 1 1511 23 33 

11 0 0 0 0 985 15 37 

12 0 0 0 0 889 13 31 

13 0 1 -1 0 2596 39 67 

14 -1 0 0 1 2038 31 32 

15 0 0 -1 1 372 5 10 

16 0 1 0 -1 1968 30 53 

17 -1 0 0 -1 951 14 74 

18 0 0 0 0 881 13 34 

19 0 0 1 -1 2866 43 67 

20 -1 -1 0 0 2016 30 32 

21 0 -1 0 1 977 14 24 

22 1 0 1 0 2289 34 45 

23 -1 0 1 0 2280 34 89 

24 0 -1 -1 0 2130 32 69 

25 1 0 0 -1 1877 28 60 

26 1 0 0 1 1084 16 24 

27 1 0 -1 0 803 12 32 

A.Esp. = Atividade Específica 

 

Todas as respostas (atividade específica, purificação e rendimento) 

foram incorporados no Design Expert 12 e calculados para um modelo com 

uma abordagem 2FI. Nos resultados estatísticos das análises do valor de p 

para todas as respostas, apenas as variáveis B (Azocoll) e D (Tempo) foram 
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significativas no valor de p (p<0,05). Além disso, a interação entre as variáveis: 

MPs-Azocoll (A) e Azocoll (B); MPs-Azocoll (A) e Tempo (D); Azocoll (B) e 

Extrato bruto (C); Azocoll (B) e Tempo (D) foram significativos.  

A Tabela 3 mostra a análise de variância (ANOVA), o modelo é 

significativo com valor de p 0,0159 e valor e F 3,32. Isso significa que a 

hipótese nula pode ser rejeitada, ou seja, os resultados provavelmente não 

ocorreram por acaso. O valor F de Falta de Ajuste de 0,68 implica que Falta de 

Ajuste não é significativo em relação ao erro, ou seja, não podemos concluir 

que o modelo não se ajusta bem aos dados. A falta de ajuste não significativa é 

bom, significa que o modelo não precisa de ajuste, o modelo fornece a 

resposta esperada. As variáveis B e D apresentaram teste F também 

significativo (8,8; 17,6 respectivamente). Portanto, os valores do coeficiente de 

determinação (R2) obtidos para os efeitos de todas as variáveis independentes 

nas respostas ficaram entre 0,50 e 0,37, o R2 previsto está em boa 

concordância com o R2 ajustado com a diferença menor que 0,2. 

 

Tabela 3 - Análise de Variância (ANOVA) para o modelo representativo na faixa de parâmetros 

estudada. 

Source   

Sum 

square 

Degrees 

of freedom 

Mean  

square Valor de F Valor de p 

Modelo   7949.67 10 794.9 3.32 0.0159 

Residual 3826.63 16 239.16     

Falta de Ajuste 3160.63 14 225.7 0.6780 0.7378 

Erro 666.0 2 333.0     

Total 11776.3 26       

 

Os modelos resultantes são ferramentas valiosas para a previsão de 

interações fatoriais e sua influência nos parâmetros de resposta dentro da área 
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de projeto estudada. Isso pode ser observado na Tabela 4, quando os 

resultados dos experimentos são comparados com os valores previstos pelos 

modelos. É notável que os valores previstos vão ao encontro da realidade com 

uma confiança superior a 95%. Observa-se que os valores previstos pelo 

software no Ensaio 1, por exemplo, são 1481, 23,8 e 62,9, e os valores 

experimentais obtidos foram 1462, 22 e 77, para atividade específica, 

purificação e rendimentos respectivamente, muito próximos do previsto. 

Tabela 4 - Confirmação dos modelos com dados dos ensaios previstos e experimentais. 

    

Ensaio 1 

      

Ensaio 2 

      

Ensaio 25 

    

    

A.Esp. 

(U/mg) Purificação Rendimento   

A.Esp. 

 (U/mg) Purificação Rendimento   

A.Esp. 

(U/mg) Purificação  Rendimento 

Previsto 1481.1 23.8 62.9   2142.5 23.8 83.2   2080.7 23.8 53.6 

95% Pi-low 239.2 2.45 23.4   422.1 2.45 43.6   360.3 2.45 14.1 

95% Pi-high 3201.6 45.2 102.4   3862.9 45.2 122.7   3801.2 45.2 93.1 

Experimental 1462 22 77   2053 31 88   1877 28 60 

A.Esp. = Atividade Específica 

O 19º ensaio apresentou o melhor desempenho com atividade 

específica de 2866 U/mg de proteína, rendimento de 67% e purificação de 43 

vezes (Tabela 2). Rendimentos mais altos foram alcançados para o 2º e 23º 

ensaio (88 e 89%, respectivamente), mas atividade específica e purificação 

mais baixas foram observadas (2053 U/mg; 31 vezes; 2280 U/mg e 34 vezes, 

respectivamente). O ensaio 19 foi obtido com 100 mg de MPs-Azocoll, 50 mg 

de Azocoll (100 e 50 mg), 6 mL de extrato bruto e 1 h de incubação. 

Vários estudos utilizaram o mesmo sistema de planejamento fatorial. A 

colagenase purificada de Aspergillus heteromorphus foi purificada 7,6 vezes 

[4]. O MPs-Azocoll proposto nesta contribuição usando apenas uma etapa para 
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purificar a colagenase e apresentou purificação seis vezes maior. O mesmo foi 

observado pela colagenase de Chlorella vulgaris que teve uma purificação 

menor no valor de 10,79 vezes comparado aos resultados deste trabalho [3]. 

Oliveira et al. [10] também obteve resultados inferiores em relação a este 

trabalho, obtendo em seu planejamento fatorial o melhor resultado com um 

valor de colagenase purificada de 8,24 vezes. Portanto, MPs-Azocoll 

representam uma alternativa interessante e muito promissora para reduzir 

etapas de purificação, com baixo custo, possibilidade de reutilização e 

rendimento. 

3.2 Purificação de Colagenase  

A Tabela 5 mostra a purificação otimizada de colagenase usando MPs-

Azocoll e três fontes diferentes de colagenase: peixe (cavala; S. japonicus) e 

dois microrganismos (Penicillium sp. e Clostridium histolyticum). 

 

Tabela 5 - Purificação de colagenase otimizada usando MPs-Azocoll. 

Colagenase 

Proteína 

Total 

(mg) 

Atividade 

Total  

(U) 

Ativudade 

Específica 

(U/mg) 

Rendimento 

(%) 
Purificação 

Scomber 

japonicus 

Bruto 2.78 77 27.7 100 1 

Purificado 0.05 27.6 552 35.8 20 

Penicillium 

sp. 

Bruto 0.47 5.5 11.7 100 1 

Purificado 0.02 5.2 260 94.5 22.2 

Clostridium 

histolyticum 

Bruto 0.99 63 63.6 100 1 

Purificado 0.02 19.3 965 30.6 15.1 

Todas as operações foram realizadas a 4 ºC 

 

Todas as colagenases foram purificadas usando MPs-Azocoll, sugerindo 

que este procedimento pode ser utilizado para purificar esta enzima 
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independente da fonte. A colagenase de S. japonicus foi purificada 20 vezes 

com rendimento de 35,8% e atividade específica de 552 U/mg. Os melhores 

valores de rendimento e de purificação foram para colagenase de Penicillium 

sp., respectivamente, 94,5% e 22,2. MPs-Azocoll também purificou a 

colagenase comercial do Clostridium histolyticum. O fabricante informa que 

esta preparação comercial (Colagenase Tipo I) possui caseinase, clostripaína e 

tripsina. Portanto, MPs-Azocoll foi capaz de remover essas impurezas. A 

Tabela 6 apresenta uma comparação entre o desempenho da presente 

proposta de purificação de colagenases e os relatados na literatura. 

Tabela 6 - Purificação de colagenases de peixes e microorganismos relatados na literatura. 

Nome Científico 

Atividade 
Específica 

(U/mg) 
Purificação 

Rendimento 
(%) 

Etapas Referência 

 
Peixes 

Cichla ocellaris 263.4 2.46 116.2 9 [10] 

Scorpaena notata 675.9 4.89 6.69 3 [17] 

Scomber japonicus 652.1 39.5 0.1 5 [18] 

Novoden modestrus 10,553.2 92.4 10.9 4 [21] 

Sardinela aurita 10.6 3.82 6.8 3 [24] 

Scomber japonicus 552 20 35.8 1 This work 

 
Microorganismos 

Aspergillus heteromorphus     
URM 0269 

N/I 7.8 157.5 1 [4] 

Penicillium sp. UCP 1286 N/I 27.6 83 1 [12] 

Penicillium aurantiogriseum 
URM4622 

N/I 5.23 48.1 1 [19] 

Aspergillus sp. UCP 1276 806.2 2.09 22.8 3 [20] 

Nocardiopsis dassonvillei 
NRC2aza 

387.2 3.33 6.23 4 [23] 

Penicillium sp. UCP1286 260 22.2 94.5 1 This work 

Clostridium histolyticum 965 15.1 30.6 1 This work 

N/I: Dados não informados pelo autor 



72 

 

Em relação à colagenase de peixe, o presente método, utilizando uma 

única etapa, apresenta vantagens em relação a outros que empregam várias 

etapas, de 3 a 9, no que diz respeito à purificação e rendimento [10, 17, 18]. 

Aqueles que apresentam valores mais elevados carecem desse inconveniente 

metodológico. O rendimento superior a 100% observado para a Cichla ocellaris 

[10] deve ser atribuído à eventual remoção dos inibidores enzimáticos após 

nove etapas de purificação. 

Resultados semelhantes foram observados em relação à purificação de 

colagenases a partir do caldo de fermentação microbiana [4, 12, 19]. Todos 

estes procedimentos de purificação foram baseados no sistema Aquoso de 

duas fases. Embora a presente contribuição não tenha explorado o 

reaproveitamento da MPs-Azocoll, apenas hipotetizou-se que, após a coleta da 

colagenase, tais compósitos magnéticos possam ser reutilizados. Tripsina [7, 

16] e lectinas [15] foram purificadas nestas circunstâncias pelo menos quatro 

vezes sem perda ou desempenho. Colagenases de Penicillium aurantiogriseum 

e Aspergillus sp. foram relatados como purificados 5,3 vezes, rendimento de 

48,1% e 2,09 vezes e 22,9%, respectivamente [19, 20]. Novamente, o 

rendimento relatado acima de 100% relatado para o Aspergillus heteromorphus 

URM 0269 [4] deve ser atribuído à eventual remoção de inibidores enzimáticos 

após a purificação. 

3.4 Caracterização da Colagenase 

Algumas propriedades essenciais das colagenases purificadas de 

Scomber japonicus e Clostridium histolyticum foram investigadas. As do 

Penicillium sp. UCP 1286 já foram estabelecidos [12]. 
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3.4.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade Colagenolítica 

 O efeito do pH (Figura 1) e da temperatura (Figura 2) sobre a atividade 

da colagenase foi investigado para as colagenases Scomber japonicus e 

Clostridium histolyticum (Colagenase comercial). Ambas as enzimas 

demonstraram atividade máxima em pH 8 (Figura 1). De acordo com Kim e 

cols. [21], o pH ótimo pode variar de 6,0 a 10,0, dependendo de vários fatores, 

dentre eles o tipo de organismo produtor. Alguns autores também relataram 

atividade ótima sob pH alcalino para colagenase de peixe [10, 13, 17, 18, 21]. 

Figura 1 - Efeito do pH na atividade colagenolítica (A: Scomber japonicus; B: Clostridium 

histolyticum). 

 

 

O teste de temperatura ótima foi observado na Figura 2. A maior 

atividade colagenolítica exibida a 50 °C para ambas as enzimas testadas. A 

atividade da colagenase de Scomber japonicus (Figura 2-A) reduziu sua 

atividade residual para menos de 30% quando exposta a 70 °C chegando à 

desnaturação quando incubada a 90 °C. Daboor et ai. [22] obteram resultados 

semelhantes, com uma temperatura ótima para filefish a 55 °C e uma 

desnaturação de proteínas a 70 °C. 
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Figura 2 - Efeito da temperatura na atividade colagenolítica (A: Scomber japonicus; B: 

Clostridium histolyticum). 

 

 

A variação de temperatura e pH pode resultar em alterações 

conformacionais na enzima, como alterações no sítio catalítico, resultando em 

dificuldades na hidrólise do substrato [4]. 

A temperatura e o pH são parâmetros importantes para obter um melhor 

desempenho dessas proteínas que possuem propriedades colagenolíticas que 

podem ser exploradas nas indústrias médica, cosmética, farmacêutica e 

alimentícia [10, 21]. 

3.4.2 Efeito de Inibidores e Íons Metálicos na Atividade 

Colagenolítica 

Alguns íons metálicos podem inibir ou ativar a atividade da colagenase 

como função de cofator. Para testar a sensibilidade da colagenase purificada 

de Scomber japonicus, foram utilizados íons metálicos (K+, Mn2+, Cu2+, Mg2+, 

Ca2+, Ni2+, Zn2+, Ba2+, Hg2+, Pb2+, Cd2+ e Al3+) e inibidores específicos de 

proteases (TLCK, TPCK, PMSF, EDTA e Benzamidina). Também foi 
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caracterizada a colagenase de Clostridium histolyticum. Os resultados estão 

descritos na Tabela 7. 

Tabela 7: Efeito de íons e inibidores na atividade colagenolítica. 

      Atividade Residual (%)     

      Scomber japonicus Clostridium histolyticum  

Ions (1mM)             

Controle     100     100     

K+     94.2     33.3     

Mn2+     65.3     69.1     

Cu2+     58.6     25.6     

Mg2+     120.5     22.3     

Ca2+     101.7     112.5     

Ni2+     20.2     29.3     

Zn2+     26.1     22.7     

Ba2+     70.6     22.4     

Hg2+     23.4     32.3     

Pb2+     21.2     62.8     

Cd2+     65.5     65.6     

Al3+     87.7     22.5     

 
                

Inibidores (10mM)             

Controle     100     100     

EDTA     80.3     52.1     

PMSF     11.1     88.5     

TLCK     36.5     33.6     

TPCK     41.3     46.6     

Benzamidine   48.6     54.4     

(EDTA) ácido etilenodiamino tetracético, (PMSF) fluoreto de fenilmetilsulfonil, (TLCK) tosil lisina 

clorometil cetona, (TPCK) tosil fenilalanil clorometil cetona  

Para o teste utilizando colagenase purificada de Somber japonicus 

incubadas com íons, apenas Mg2+ e Ca2+ apresentaram um aumento de 

atividade (120,5 e 101,7% respectivamente) quando comparados ao grupo 

controle. Houve inibição em ordem decrescente pelos íons: Ni2+, Pb2+, Hg2+, 

Zn2+, Cu2+, Mn2+, Cd2+, Ba2+, Al3+ e K+. Em relação aos inibidores testados, 

houve diferença significativa entre todos os tratamentos, em relação ao 
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controle. A maior inibição (11,1%) foi detectada para o inibidor de serina 

protease (PMSF). O teste com inibidores de metaloprotease (EDTA) também 

demonstrou atividade reduzida (80,3%), mas em menor grau. Uma inibição 

substancial foi observada para Benzamidina, TPCK e TLCK. Resultados 

semelhantes foram descritos para a serinoprotease de peixe (Cynoscion 

leiarchus) [2]. 

A colagenase de Clostridium histolyticum foi mais afetada por íons 

quando comparada à colagenase de Scomber japonicus. Também mostrou 

inibição considerável para TLCK, TPCK, EDTA e Benzamidina. Enzimas da 

classe das metaloproteases como a colagenase de Clostridium histolyticum 

geralmente têm suas atividades reduzidas após a exposição ao EDTA. 

O aumento da atividade induzida pelo Ca2+ e a inibição provocada pelo 

PMSF sugerem que a colagenase de Scomber japonicus pertence ao grupo 

das serinoproteases, corroborando com o relatado para colagenases 

purificadas de cavala (S. japonicus) [18], filefish (Novoden modestrus) [21], 

Weakfish (C. leiarchus) [2] e tucunaré (C. ocellaris) [10]. 

Aqui, partículas magnéticas contendo azocoll foram aplicadas para 

purificar colagenases de peixes e microorganismos. Um desenho experimental 

estabeleceu as melhores condições de purificação. O resultado do método 

mostrou-se promissor e comparável a outros relatados na literatura, 

apresentando algumas vantagens. Além disso, o pH e as temperaturas ideais 

das enzimas purificadas foram investigados, bem como a ação de íons e 

inibidores sobre elas. 
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4 Conclusões 

A partir dos resultados apresentados no planejamento fatorial, a 

utilização de MPs-Azocoll mostrou-se eficiente em todas as condições 

aplicadas para purificação de colagenase, purificando em uma etapa com 

melhores valores de rendimento e de purificação, 89% e 43, respectivamente. 

Os efeitos estimados do teste ANOVA e os valores de p correspondentes 

ficaram abaixo de 0,05, também o valor F e Falta de ajuste, a concordância 

entre os dados experimentais e os valores previstos pelos modelos podem ser 

considerados satisfatórios. MPs-Azocoll otimizada purificou colagenase de 

diferentes fontes com melhor desempenho de rendimento (94%) e purificada 

22,2 vezes. De acordo com os efeitos dos íons e inibidores, a enzima de 

Scomber japonicus foi determinada como serinoprotease, alcalina com melhor 

atividade em pH 8,0 e térmica a 50°C. Essas características favorecem a 

aplicabilidade nas indústrias. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Foi desenvolvido e patenteado o método de síntese do compósito 

magnético com azocoll; 

 A partícula magnética com azocoll foi sintetizada com êxito a partir do oxido 

de ferro e azocoll; 

 Colagenase de víscera de tilápia foi purificada em apenas uma etapa 

utilizando a MPs-Azocoll com rendimento de 33,1% e purificada 16,6 vezes 

comparadas ao extrato bruto, apresentando atividade específica de 306 

U/mg; 

 A reutilização da MPs-Azocoll apresentou resultados semelhantes, 

purificando 15,9 a 14,9 vezes, com rendimento entre 33-31%; 

 SDS-PAGE apresentou apenas uma banda da colagenase pura; 

 A presença do azocoll nas MPs utilizada foi sugerida pelos picos 

característicos da XRD e FTIR; e através da presença do elemento carbono 

em sua composição evidenciado pelo SEM e EDX; 

 Os elementos da purificação utilizando MPs-Azocoll foram otimizados 

através do planejamento fatorial 24 mostrando-se eficiente em todas as 

condições testadas com rendimento de até 89% e purificando 43 vezes; 

 A análise estatística de variância (ANOVA) confirmou a significância do 

modelo e de duas variáveis (tempo e quantidade de azocoll); 

 MPs-Azocoll otimizada purificou colagenase de fontes diferentes obtendo o 

melhor rendimento de 94%, purificando 22 vezes; 

 Collagenase de Scomber japonicus foi caracterizada e determinada como 

uma serino-protease, de caráter alcalina com pH de atividade em 8,0 e 

temperatura 50 °C. 
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APÊNDICE A – THE ENZYMES IN COVID-19: A REVIEW 
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APÊNDICE B – PROCESSO DE SÍNTESE DO COMPÓSITO MAGNÉTICO DE 
AZOCOLL E SEU USO NA PURIFICAÇÃO E/OU SEPARAÇÃO DE 
COLAGENASE 
 


