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RESUMO 

 
Ensaios de detecção de atividade proteolítica utilizam, normalmente, substratos 

cromogênicos, sendo um dos mais empregados o ensaio colagenolítico com azocoll. O objetivo deste 

trabalho foi analisar a interferência da velocidade na reação enzimática de extrato bruto de 

Actinomadura sp. L175 com azocoll a 37°C com e sem incubação em banho-maria. O extrato bruto 

obtido após 120h de cultivo submerso da actinobactéria foi submetido à avaliação da atividade 

colagenolítica com azocoll sob agitação constante de 100, 200, 250, 300 e 400 rpm com agitador 

magnético a 37°C. A atividade enzimática mostrou-se proporcional ao índice de rotação. Os picos de 

atividade foram observados a 300 rpm sem banho-maria (314,6 U/mL) e 400 rpm com banho-maria 

(295,1 U/mL). Esses resultados demonstram que tanto a frequência de agitação quanto a incubação 

em banho-maria influenciam a atividade colagenolítica e o rendimento da reação depende do 

controle dessas condições. 
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INTRODUÇÃO 

 

Enzimas proteolíticas são hidrolases que clivam ligações peptídicas liberando 

aminoácidos ou peptídeos. Elas estão relacionadas à manutenção das vias metabólicas 

normais, manutenção do sistema imunológico e na alimentação. Entretanto, também estão 

ligadas a processos patológicos como o câncer, artrite reumatoide e doença de Alzheimer, 

bem como à capacidade de infecção e reprodução de patógenos e na sua habilidade em obter 

nutrientes para crescimento (Rawlings, 2013). 

A especificidade das enzimas está relacionada à ligação entre a enzima e o substrato, 

entretanto a reação enzimática também depende da concentração da enzima e concentração do 

substrato (Pandey & Ramachandran, 2006; Furlan & Pant, 2006). A detecção de proteases 

produzidas por animais, plantas e miro-organismos é feita a partir de hidrólise de substratos 

específicos para análise de extratos enzimáticos ou enzimas puras. Esses substratos são, 

normalmente, substâncias protéicas ligadas a moléculas cromogênicas que, a partir da 

clivagem das ligações peptídicas, liberam o corante que é detectado espectrofotometricamente 

(Komsa-Penkova et al, 1997, Arnaut et al, 2006; Karn & Karn, 2014). 
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Azocoll é um substrato insolúvel composto de colágeno desnaturado ligado 

covalentemente a um corante vermelho que é liberado após a hidrólise das ligações 

peptídicas. A atividade colagenolítica com azocoll é largamente utilizada nos estudos para 

produção de proteases com capacidade de degradar componentes da pele, sendo um dos 

métodos mais fáceis para sua detecção (Arnout et al, 2006; Dettmer et al, 2012; Thekkiniath 

et al, 2013; Wang et al, 2015).  

O objetivo deste trabalho é avaliar a influência da agitação na detecção da atividade 

colagenolítica de extrato enzimático obtido por fermentação submersa de Actinomadura sp. 

L175 utilizando azocoll incubado ou não em banho-maria. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O extrato enzimático utilizado nas análises foi obtido através do cultivo submerso da 

linhagem de actinobactéria Actinomadura sp L175 em meio de farinha de soja modificado – 

MS2 – descrito por Porto et al (1996) e composto por extrato proteico de resíduo de café 

(1,0%), NH4Cl (0.1%), MgSO4·7H2O (0.06%), K2HPO4 (0.475%), glicose (1,0%), e solução 

mineral (0,1%). O resíduo de café foi previamente autoclavado em água (121°C / 20min) para 

obtenção do extrato proteico que compõe o meio de cultura. O cultivo ocorreu em agitador 

orbital utilizando como inóculo 1mL de suspensão de esporos e células bacterianas em 

solução de Tween 80 (0,1% v/v), com concentração de 106 células/mL (D.O.625nm ≈ 0,100) 

em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura durante 120h com 

velocidade de 150 rpm a 37°C. Após esse período, o líquido fermentado foi filtrado em filtro 

Whatman n.1 e o líquido livre de células foi considerado como extrato enzimático e utilizado 

para a quantificação proteica e atividade enzimática. 

A quantificação de proteases colagenolíticas foi realizado segundo metodologia de 

Chavira et al (1984) modificado, utilizando o substrato azocoll (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO) previamente lavado em tampão TRIS-HCl 0,05M pH 8,0 acrescido de CaCl2 

1mM. A reação ocorreu em microtubos polipropileno de 2mL durante 1h em estufa biológica 

na temperatura de 37°C com agitação constante fornecida por agitador magnético em 

diferentes velocidades (100, 200, 250, 300 e 400 rpm) incubados com ou sem banho-maria. A 

atividade enzimática foi dosada em espectrofotômetro (λ520nm) e uma unidade de atividade 

enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima que proporciona a variação 0,1 na 

densidade ótica em 1h de reação. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

O ensaio realizado com a enzima obtida do cultivo submerso de Actinomadura sp. 

L175 mostrou alta atividade enzimática, com valor mínimo de atividade colagenolítica de 

71,8 U/mL quando realizado na velocidade de 100 rpm incubado em banho-maria. Entretanto, 

o maior valor detectado foi de 314,6 U/mL na velocidade de 300 rpm sem incubação em 

banho-maria (Figura 1). 
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Chavira et al (1984) fizeram diversas análises para determinar a melhor metodologia 

para quantificação com azocoll, encontrando como melhor resultado a reação enzimática 

ocorrida em velocidade de 330 rpm. Embora no presente estudo a velocidade de 300rpm foi a 

mais favorável para detecção de atividade colagenolítica sem incubação em banho-maria, a 

análise desenvolvida em banho-maria, como no estudo realizado por Chavira et al (1984) 

demonstra que há um aumento na atividade enzimática com o incremento da velocidade de 

300 rpm para 400 rpm, com valores de 183,4 U/mL e 295,1 U/mL, respectivamente (Figura 

1). Isto se deve, provavelmente, pela homogeneização do meio de reação, uma vez que o 

azocoll é insolúvel e sedimenta com o tempo. Essa sedimentação impossibilita a interação 

entre a enzima dissolvida no meio e o substrato. 

Adicionalmente, Ha e colaboradores (2012) demonstram que o aumento no tempo de 

incubação de proteases comerciais não interfere significativamente na atividade colagenolítica 

mensurada com azocoll, evidenciando que o tempo de incubação de 1h utilizado no presente 

trabalho foi suficiente para a detecção da atividade colagenolítica. 

Houve diferença na detecção da atividade enzimática com e sem incubação em banho-

maria, com melhor atividade na reação em sua ausência. O aquecimento por banho-maria dá-

se de forma lenta e homogênea até atingir o equilíbrio térmico entre a água e o material a ser 

aquecido (Peruzzo, 2013). Dessa forma, as análises realizadas na ausência de banho-maria 

podem ter mostrado valores maiores pelo rápido aquecimento de forma homogênea por causa 

da agitação, do meio no qual a reação ocorre, favorecendo a atividade da enzima. 

 

 

CONCLUSÕES 

 

A agitação foi um fator importante na detecção da atividade colagenolítica, uma vez 

que o aumento da agitação promoveu um aumento na atividade enzimática. Adicionalmente, a 

Figura 1 O efeito da agitação na detecção da atividade enzimática de protease 

colagenolítica de Actinomadura sp. L175 utilizando azocoll como substrato. 
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realização dos ensaios enzimáticos sem incubação em banho-maria forneceu maiores valores 

de atividade enzimática do que os ensaios realizados em banho-maria. 
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