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Resumo 
 

As proteases constituem um dos mais importantes grupos enzimáticos comerciais, 
representando cerca de 60% do mercado mundial de enzimas. Dentre suas principais 
aplicações biotecnológicas, podem ser citadas suas utilizações nas indústrias de detergentes, 
couro, alimentos, entre outros. O presente estudo teve como objetivo selecionar fungos 
produtores de proteases. Para tal, 73 espécies fúngicas foram avaliadas, sendo 35 leveduras e 
38 fungos filamentosos. Após uma seleção inicial, o efeito de diversos parâmetros físico-
químicos sobre a produção de proteases pela linhagem previamente selecionada e 
posteriormente identificada como Fusarium oxysporum foi investigado, empregando-se pelo 
de cachorro nas colorações branca e preta como substratos. Os experimentos foram realizados 
em Delineamento Central Composto Rotacional aplicável à Metodologia de Superfície de 
Resposta. As proteases produzidas foram caracterizadas bioquimicamente, sendo 
determinados os seguintes parâmetros: temperatura ótima, pH ótimo, termoestabilidade, 
estabilidade em diferentes pH e a influência de íons e outras substâncias. Dentre as linhagens 
fúngicas avaliadas, F. oxysporum foi a que produziu os maiores níveis de proteases alcalinas, 
quando cultivada em pelo de cachorro na coloração preta. Níveis máximos de produção foram 
alcançados quando o pH do meio foi ajustado para 4,2, concentração do substrato de 4,2 % e 
o tempo de cultivo de 8,6 dias, correspondendo a 72,8 U mL-1. Quando cultivado em pelo de 
cachorro na coloração branca, os níveis máximos de produção foram obtidos em pH do meio 
ajustado para 6,0, concentração de substrato 5,0 % e tempo de cultivo de 6,5 dias, 
correspondendo a 51,84 U mL-1. Os níveis de produtividade obtidos empregando-se o pelo 
branco e o pelo preto como substratos corresponderam a um aumento de 14,85 e 7,19 vezes, 
respectivamente, em relação a atividade inicialmente observada. As duas enzimas produzidas 
apresentaram propriedades desejáveis em diferentes aplicações industriais, como relativa 
termoestabilidade e atuação em uma ampla faixa de pH. Assim, o pelo de cachorro é um 
resíduo promissor para produção de proteases alcalinas, nas duas colorações testadas, por ser 
um substrato de baixo custo e gerado em grandes quantidades por pet shops no mundo todo.  

 
 

Palavras-chave: Protease alcalina, pelo de cachorro, linhagens fúngicas, metodologia de 
superfície de resposta. 



Abstract 
 
The proteolytic enzymes are one of the most important groups of commercial enzymes, 
representing about 60% of the global market for enzymes. Among the biotechnological 
applications of proteases, can be mentioned their application in detergents, leather, food, and 
other industries. The objective of this study was selection fungal that was better protease 
producers. To this, 73 fungal species were evaluated, 35 yeasts and 38 filamentous fungi. 
After an initial selection, the effect of various physico-chemical parameters on proteases 
production by the strain previously selected and subsequently identified as Fusarium 

oxysporum was investigated, using dog hair in white and black colors as substrates. The 
experiments were performed using Central composite rotational design applicable to 
Response Surface Methodology. Proteases produced were biochemically characterized, 
determining the following parameters: optimum temperature, optimum pH, thermostability, 
stability at different pH and the influence of ions and substances. Among the evaluated fungal 
strains, F. oxysporum produced the highest levels of alkaline protease when its was grown in 
black dog hair. Maximum production levels were achieved when the pH of medium was 
adjusted to 4.2, substrate concentration was 4.2% and the cultivation time was 8.6 days, 
corresponding to 72.8 U mL-1. When it was grown in white dog hair, maximum production 
levels were obtained in pH of medium adjusted to 6.0, on substrate concentration of 5.0% and 
cultivation time of 6.5 days, corresponding to 51.84 U mL-1. Productivity levels obtained 
employing white and black dog hair as substrates correspond an increase of 14.85 and 7.19 
fold, respectively, in relation to the initial activity observed. Both enzymes exhibited desirable 
properties to be apply in many industries, such as relative thermal stability and action in a 
wide pH range. Thus, dog hair is a promising residue for alkaline proteases production, in 
both colors that were tested, due to be a low cost material and generated in large amounts by 
pet shops throughout the world. 
 
 
Key-words: Alkaline protease, dog hair, fungal strains, response surface methodology. 
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1. Introdução 

 

As proteases estão dentre as enzimas comerciais mais vendidas em todo o mundo, 

representando cerca de 1/3 de todo o mercado mundial. De modo geral, estas enzimas 

possuem uma ampla aplicabilidade e especificidade, sendo amplamente utilizadas nas mais 

diversas aplicações industriais.  

As enzimas com atividade proteolítica pertencem à classe das hidrolases, apresentando 

atividade ótima em diferentes valores de pH. Especificamente, as proteases conhecidas como 

alcalinas são as que possuem maior atividade enzimática em valores de pH acima de 8,0; 

sendo preferencialmente aplicadas nas indústrias de couros e de detergentes.  Porém, em 

geral, as proteases também são amplamente empregadas nas indústrias farmacêutica, de 

cosméticos, de química fina e de alimentos. 

Atualmente, em todo o mundo, há uma grande pressão sobre as indústrias para que 

estas reduzam os impactos causados ao meio ambiente. Nesse sentido, a tecnologia 

enzimática é de interesse, em função da tendência ecológica e renovável, bem como pela 

demanda de processos mais eficientes e economicamente viáveis.  

O emprego de enzimas nos processos industriais ajuda na redução dos custos de 

produção, conferindo uma melhora ao produto final. Adicionalmente, podem conferir um 

aumento na produtividade e uma redução do tempo de produção, além de diminuir os 

impactos ambientais, por serem normalmente usadas em substituição a produtos químicos. 

Neste contexto, a tecnologia enzimática pode promover, significativamente, a produtividade e 

sustentabilidade de diversos segmentos industriais. 

A obtenção de enzimas por meio de microrganismos pode demandar, em muitos casos, 

a suplementação dos meios de cultivo, bem como o emprego de substratos indutores 

purificados, os quais podem conferir um aumento significativo no custo total da produção 

enzimática. Por esta razão, existe a necessidade de se buscar novas metodologias envolvendo 

o emprego de fontes alternativas de substratos, que apresentem menor custo e que sejam 

eficientes em induzir a produção destas enzimas, dispensando as suplementações.  

A queratina é o principal componente do pelo, caracterizada por apresentar uma 

estrutura proteica insolúvel, altamente complexa e de difícil degradação. A fim de degradar a 

queratina, a secreção de enzimas extracelulares e altamente específicas por parte dos 

microrganismos é necessária. Na natureza, os microrganismos que degradam tal estrutura são 

conhecidos como queratinolíticos. Esses microrganismos normalmente possuem grande 

plasticidade de crescimento em diferentes condições ecológicas e ambientais, apresentando 
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uma capacidade de degradação da queratina variável. A síntese de proteases extracelulares 

viabiliza a hidrólise da queratina, permitindo a assimilação de nutrientes, a partir desta 

proteína. 

Estima-se que o Brasil possua, em média, 106 milhões de animais domésticos. Grande 

parcela deste número demanda cuidados especializados, nos chamados pet shops, que são os 

comércios que oferecem serviços de banho, tosa, vacinação e consultas. Estes locais geram 

uma grande demanda de descarte de resíduos potencialmente contaminantes, estando entre 

eles os pelos dos cachorros, resultantes dos serviços de tosa. Estes pelos podem ser veículos 

para diversos patógenos como microrganismos e outros. Desta forma, quando descartados de 

forma inadequada, podem oferecer riscos aos outros seres vivos. Diante desta problemática, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) dispõe de um regulamento técnico para 

o gerenciamento de resíduos potencialmente contaminantes, oferecendo como alternativa 

segura a incineração do resíduo biológico animal, ou então o acondicionamento eficiente 

destes resíduos em embalagens e posterior descarte em aterros, o que gera custos aos 

estabelecimentos que necessitam de tal serviço. 

Considerando os dados apresentados, o emprego do pelo de cachorro nos processos de 

produção de enzimas proteolíticas é uma alternativa interessante de ser avaliada, pois além de 

evitar os riscos que este resíduo pode causar ao meio ambiente em decorrência de sua 

deposição inadequada na natureza, pode ainda contribuir para a redução dos custos de 

produção enzimática. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Geral:  

 

O objetivo geral deste estudo foi selecionar fungos produtores de proteases alcalinas, 

empregando-se o pelo de cachorro como substrato. Objetivou-se ainda estabelecer as 

melhores condições físico-químicas para a produção destas enzimas pela melhor linhagem 

produtora, bem como caracterizá-las bioquimicamente. 

 

2.2 Específicos: 

 

1. Selecionar fungos potencialmente produtores de proteases alcalinas; 

2. Avaliar o pelo de cachorro nas colorações preta e branca como substratos 

alternativos para a produção de proteases fúngicas;  

3. Avaliar a composição química do pelo de cachorro por meio da análise de 

espectros de infravermelho; 

4. Estabelecer os parâmetros físico-químicos ótimos para a produção de proteases 

alcalinas pelo fungo previamente selecionado Fusarium oxysporum, usando o pelo de 

cachorro nas colorações preta e branca e o delineamento central composto rotacional aplicável 

à metodologia de superfície de resposta; 

5. Determinar o pH e a temperatura ótimos das proteases produzidas por F. 

oxysporum, bem como verificar a estabilidade destas enzimas frente à temperatura e ao pH; 

6. Avaliar o efeito de íons metálicos e de outras substâncias sobre a atividade das 

proteases; 

7. Demonstrar os efeitos da degradação do pelo de cachorro pelo fungo F. 

oxysporum, empregando-se a microscopia eletrônica de varredura. 
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3. Revisão bibliográfica 

 
3.1 Descarte de resíduos sólidos: uma problemática acerca dos pelos de cachorro 

 

O Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV) entende por pet shops os 

locais que oferecem serviços de banho, tosa e venda de produtos. Esses estabelecimentos 

estão presentes em todos os municípios, independente do seu porte. Atualmente, o Brasil 

apresenta em média 106 milhões de animais domésticos. Devido a esse número, a demanda 

por pet shops tem aumentado significativamente nos últimos anos. Acompanhando este 

crescimento, a quantidade de resíduos gerados por esses estabelecimentos também aumenta. 

Por esta razão, a destinação de rejeitos acumulados nos pet shops se tornou motivo de 

preocupação das autoridades, para que estes recebam destinação correta, evitando veiculação 

de possíveis contaminantes biológicos (CFMV, 2013; CRMV-MG, 2013). 

A Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 306, de 7 de dezembro de 2004 da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) dispõe sobre o regulamento técnico para 

o gerenciamento de resíduos de serviços de saúde. A mesma define como geradores de 

resíduos de serviço de saúde (RSS) todos os serviços relacionados com o atendimento à saúde 

humana e animal, incluindo os serviços de pet. A RDC é constituída por um conjunto de 

procedimentos de gestão e planejamento, com o objetivo de minimizar a produção de resíduos 

e propiciar um destino adequado, sem risco a saúde e ao meio ambiente. Estes resíduos devem 

ser adequadamente embalados, etiquetados, armazenados e serem posteriormente descartados. 

Os resíduos de atenção à saúde animal, como peças anatômicas e resíduo animal 

potencialmente contaminado, são classificados como grupo “A” que representa: “resíduos 

com a possível presença de agentes biológicos que, por suas características, podem apresentar 

risco de infecção” (BRASIL, 2004).  

O CFMV (2013) através da resolução n° 1.015, publicada em 09 de janeiro de 2013 

que conceitua e estabelece condições para o funcionamento de estabelecimentos médicos 

veterinários, e dá outras providências, atenta que todo material biológico animal deve ser 

tratado como possível vinculador de contaminantes. Porém, os pelos não são descritos pela 

ANVISA como contaminantes, bem como não são enquadrados em nenhum dos grupos de 

risco. Desta forma, não recebem a atenção devida, sendo descartados juntamente com o lixo 

doméstico, desconsiderando a possibilidade destes estarem contaminados com 

microrganismos e outros. Uma alternativa considerada é a incineração do resíduo biológico 

animal, a fim de reduzir possíveis riscos de veiculação de patógenos e de garantir um destino 
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eficiente. Outra opção seria embalar o resíduo de forma eficiente e descartá-lo em aterros 

(FONSECA, 2009).  

No Brasil, uma legislação ampla regulamenta o controle do impacto ambiental 

causado pelo descarte inadequado de resíduos sólidos. Os comércios que oferecem estes tipos 

de serviço devem se atentar para a lei nº 12.305, de agosto de 2010, que instituiu a Política 

Nacional de Resíduos Sólidos – PNRS. Segundo o Título I: Disposições Gerais, Capítulo II: 

Definições, Artigo 3° Para os efeitos desta Lei, entende-se:  

“VII - destinação final ambientalmente adequada: destinação de resíduos que 
inclui a reutilização, a reciclagem, a compostagem, a recuperação e o 
aproveitamento energético ou outras destinações admitidas pelos órgãos 
competentes do Sisnama, do SNVS e do Suasa, entre elas a disposição final, 
observando normas operacionais específicas de modo a evitar danos ou riscos à 
saúde pública e à segurança e a minimizar os impactos ambientais adversos;” 

 
A lei nº 12.305 também faz a distinção entre resíduo e rejeito, sendo definidos como 

aquele que pode ser reciclado ou reutilizado e o que não é reaproveitável, respectivamente 

(BRASIL, 2010).  

Contrariamente, a legislação de diversos países no exterior faz a devida menção 

sobre este tipo de resíduo. Os departamentos responsáveis pela legislação sobre a destinação 

de resíduos sólidos no Reino Unido (Animal and Plant Health Agency) e na União Europeia 

(European Union) classificam os pelos de animais como categoria 3, sugerindo seu descarte 

em aterros adequados ou a incineração destes (APHA, 2014; EUROPEAN UNION, 2002). 

 

3.2 Pelo e cabelo de cachorro: estrutura e composição 

 
Algumas raças de cachorros possuem pelagem chamada de cabelos, enquanto que 

outros possuem os pelos propriamente ditos. No entanto, os dois possuem a mesma 

composição química. O que determina essa classificação é o crescimento e a textura da 

pelagem. O ciclo de crescimento do cabelo é maior, bem como um comprimento superior é 

atingido. Desta forma, os cabelos alcançam a maturidade e caem mais tardiamente. Devido a 

essa característica, os cabelos também apresentam uma textura mais fina, podendo ser 

encaracolados ou ondulados. Os pelos sãos mais curtos, com uma textura mais grossa, e, 

diferentemente dos cabelos, apresentam um ciclo de crescimento, de maturação e de queda 

mais curto (VETINFO, 2014). 

O pelo e o cabelo são compostos por: cutícula, córtex e medula (Figura 1): 

- A cutícula é a parte mais externa da fibra do cabelo, formada por células chamadas 

“escamas”. São estruturas extremamente pequenas e incolores, unidas por lipídios, 
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sobrepondo-se umas às outras, culminando na formação de camadas constituídas por 3 a 10 

células. Seu papel principal é proteger o córtex. 

- O córtex é o corpo da fibra, representando cerca de 90% de seu peso total. É 

formado por células preenchidas por queratina flexível, rica em lipídios. Este é o local onde 

também estão os grãos de melanina que conferem cor ao cabelo. 

- A medula, ou canal medular, situa-se ao centro da fibra e sua presença, geralmente, 

é descontínua ou até mesmo ausente. Em alguns animais, estas células se degeneram, 

formando espaços preenchidos de ar, tendo este mecanismo um papel essencial na 

termorregulação (CARVALHO et al., 2005). 

 

 

Figura 1. Imagem de microscopia eletrônica de varredura de um fio de cabelo humano. 
Fonte: Carvalho et al. (2005). 
 

Quimicamente, cerca de 90% da composição do cabelo humano é constituído por 

queratina, uma proteína insolúvel em água, responsável pela resistência mecânica e química 

dos cabelos. Esta é caracterizada pelo seu alto conteúdo de enxofre, derivado da cistina 

(KAJIURA et al., 2006). Os outros componentes minoritários dos fios, denominados não 

queratinosos, consistem em partes solúveis em água presentes na estrutura do fio de cabelo 

como pentoses, fenóis, ácido úrico, glicogênio e diferentes aminoácidos (Tabela 1) 

(MERSHALL et al., 1991).  
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Tabela 1. Perfil de aminoácidos presentes no cabelo humano. 
Aminoácido (μmol g-1 de 

cabelo seco) 
Aminoácido (μmol g-1 de 

cabelo seco) 
Ácido aspártico 292-578 Lisina 130-222 
Ácido glutâmico 930-1036 Meia-cistina 1380-1512 

Alanina 314-384 Metionina 47-67 
Arginina 499-620 Prolina 374-708 

Fenilalanina 132-226 Serina 705-1091 
Glicina 463-560 Tirosina 121-195 

Histidina 40-86 Treonina 588-714 
Isoleucina 244-366 Triptofano 20-64 
Leucina 489-529 Valina 470-513 

Fonte: Adaptado de: Robbins (2002) e Wagner (2006). 

 

Assim como os fios de cabelo, os pelos não são compostos unicamente por proteínas. 

Segundo a pesquisa realizada por Vázquez et al. (2008), o pelo de porco possui 87,8% de 

proteína bruta, mas também possui cinzas, gorduras e açúcares totais em sua composição 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Caracterização físico-química de pelo de porco. 
Composição Quantidade (%) 

Umidade 3,20 

Matéria seca total 96, 80 

Cinzas 0,73 

Proteína bruta 87,80 

Gordura 7,30 

Fibra bruta 0,40 

Açúcares totais 0,50 

Fonte: Vázquez et al. (2008). 

 

As queratinas são polipeptídios formados por 18 tipos de aminoácidos unidos entre 

si, por meio de ligações peptídicas. Apresentam conformação estrutural helicoidal, originando 

uma extensa estrutura polimérica condensada, com formação de pontes dissulfeto inter ou 

intramoleculares. Como resultado, verifica-se uma estrutura de conformação rígida e tenaz, 

devido à rede tridimensional das fibras de queratina (Figura 2) (ONIFADE et al., 1998; 

SCHROOYEN et al., 2000). 

Quando comparada a outras proteínas fibrosas, tais como o colágeno, a elastina e as 

proteínas miofibrilares, a principal característica de diferenciação da queratina é a grande 

ocorrência de resíduos de cisteína. Estes constituem cerca de 7-20% do conteúdo total de 

aminoácidos, estando normalmente localizados nas regiões terminais das cadeias de proteínas 

(KATOH et al., 2004; SCHROOYEN et al., 2000).  
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Figura 2. Estrutura da proteína queratina (estrutura α). 
Fonte: Köhler (2011). 

 

Há dois tipos de queratinas, classificadas quanto a sua atividade: α-queratina 

(flexível, cristalina) e β-queratina (resistente, amorfa). A α-queratina (alfa hélice) mantém esta 

conformação devido às ligações de hidrogênio presentes entre as duas espirais adjacentes na 

hélice. As cadeias de proteína na α-hélice são menores que as encontradas na β-hélice. A α-

queratina está presente principalmente no córtex, enquanto que a β-queratina é encontrada nas 

camadas mantidas unidas pelas ligações de hidrogênio (DRAELOS, 2000).  

As α-queratinas são encontradas em todos os vertebrados superiores, enquanto as β-

queratinas são encontradas exclusivamente em répteis e aves. As β-queratinas são 

estruturalmente menores que as α-queratinas (BRUSH, 1996). 

Proteínas insolúveis estão presentes por todo o corpo animal, estando a maior parte 

dessas proteínas presentes nos pelos, ossos, unhas, cascos, órgãos e tecidos. Usualmente, a 

maior parte desses resíduos são incinerados, sendo este método desvantajoso ecologicamente 

por produzir uma grande quantidade de dióxido de carbono. Assim, uma alternativa para este 

descarte é necessária (DEYDIER et al., 2005; SUZUKI et al., 2006). 

Uma vez que a queratina é naturalmente transparente, o que confere coloração ao 

cabelo é a melanina (NOVELINO et al., 2000). Em humanos, normalmente a coloração do 

cabelo é uniforme da raiz às pontas. Já em animais, um único fio de cabelo pode apresentar 

diversas cores ao longo de seu comprimento, fenômeno conhecido como bandagem. A 

melanina no córtex do cabelo humano possui uma maior densidade, embora o pigmento possa 

se tornar mais denso ao se aproximar da cutícula. A melanina no pelo animal age de maneira 

oposta, ficando mais densa ao se aproximar da medula, a porção mais interna do pelo 

(VETINFO, 2014). 
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A melanina é aleatoriamente distribuída no córtex, na forma de grânulos e representa 

até 3% do peso seco do cabelo (ROBBINS, 2002). No cabelo humano, sabe-se que existem 

dois tipos de melanina, a eumelanina (pigmentos marrons e pretos escuros) e a feomelanina 

(pigmentos vermelhos e loiros), ambas compostas por pigmentos, proteínas e minerais 

(NOVELINO et al., 2000; ROBBINS, 2002). Em humanos, as diferentes colorações de cabelo 

são devidas a uma combinação destes pigmentos (KERATIN, 2014).  

Devido à dificuldade do isolamento dos grânulos de melanina humanos, a estrutura 

química das melaninas ainda não está definida. Sabe-se que o tipo e a quantidade de melanina 

formada nos melanócitos são geneticamente determinados, mas podem também ser 

influenciados por fatores hormonais e ambientais, incluindo inflamações, gênero, idade e 

exposição solar (NOVELINO et al., 2000). Similarmente ao verificado para os cabelos 

humanos, o processo de pigmentação dos pelos de cachorro ainda não está bem elucidado. 

 

3.3 Microrganismos Queratinolíticos 

 

Por a queratina ser uma proteína insolúvel, sua degradação requer a atuação de 

enzimas extracelulares e altamente específicas. Os mamíferos e as aves não produzem 

enzimas proteolíticas capazes de hidrolisar a queratina. Materiais queratinosos são insolúveis 

e resistentes à degradação por enzimas proteolíticas como tripsina e pepsina. Esta resistência à 

ação das peptidases digestivas faz com que o valor nutritivo das queratinas seja extremamente 

baixo para estes grupos (FARAG; HASSAN, 2004; WILLIAMS et al., 1990). 

Apesar da alta complexidade estrutural e estabilidade da queratina, nota-se que não 

há acúmulo desta substância na natureza. Devido a este fato, sabe-se da existência de 

microrganismos naturalmente capazes de degradar e utilizar a queratina para seu crescimento. 

Porém, a degradação microbiana da queratina limita-se a um pequeno número de fungos e 

bactérias. Estes microrganismos, denominados queratinolíticos, são capazes de produzir 

enzimas extracelulares que apresentam elevada especificidade pela queratina, as chamadas 

queratinases (MARCHISIO, 2000). 

Os microrganismos queratinolíticos apresentam grande versatilidade de crescimento 

em diferentes condições ecológicas e ambientais, demonstrando uma capacidade variada de 

degradação da queratina. Como mencionado anteriormente, a síntese de proteases 

extracelulares viabiliza a hidrólise e, consequentemente, a assimilação de nutrientes 

(BRANDELLI et al., 2010; FRIEDRICH; KERN, 2003). Geralmente, as enzimas 
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extracelulares possuem um relevante potencial industrial, devido a sua fácil obtenção e alta 

especificidade. Por produzirem enzimas com essas características, os microrganismos 

queratinolíticos tem sido extensivamente investigados, especialmente em relação ao seu 

potencial de utilização no processamento do couro, na produção de rações, no tratamento e 

aproveitamento de resíduos da indústria avícola, entre outros (BACH et al., 2012). 

As queratinases produzidas por diferentes organismos, em sua maioria, apresentam 

características comuns. Por meio da análise de suas sequências de aminoácidos, foi possível 

verificar que um grande número de queratinases pertencem à família das serino-proteases. 

Adicionalmente, muitos estudos com substratos e inibidores específicos tem revelado que 

estas enzimas são frequentemente serino ou metalo-proteases (BRANDELLI et al., 2010).  

Estas enzimas apresentam especificidade pela queratina. Entretanto, elas também são 

capazes de degradar proteínas solúveis, como caseína, gelatina e soro albumina bovina. 

Adicionalmente, também são capazes de hidrolisar proteínas insolúveis, incluindo penas, 

sedas e lãs (DAROIT; BRANDELLI, 2014; EVANS et al., 2000). 

 

3.4 Bioprospecção de microrganismos produtores de proteases 

 
A bioprospecção é definida como o método ou forma de localizar, avaliar e explorar 

sistemática e legalmente a diversidade de vida existente em determinado local. Possui como 

objetivo principal a busca de recursos genéticos e bioquímicos para fins comerciais. Para que 

tenha credibilidade científica, política e econômica, o processo de bioprospecção deve 

observar alguns princípios: prevenção, preservação, equidade distributiva, participação 

pública, publicidade, controle público e privado e compensação. Dentre as vantagens que 

podem ser conferidas pelo processo de bioprospecção, podem ser mencionadas o 

conhecimento da biodiversidade e seu potencial em fornecer substâncias importantes ao ser 

humano (SANTOS, 2014). 

A tecnologia enzimática é hoje um dos campos mais promissores dentro das novas 

tecnologias para a síntese de compostos de alto valor agregado. Em busca de seres com 

grande capacidade de produção destes compostos, muitos microrganismos já foram isolados 

na natureza (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; LI et al., 2013; TAVANO, 2013). Porém, a 

maioria deles ainda não foi devidamente explorada, não revelando seu potencial de produção 

de compostos. Mesmo que diversas linhagens já tenham sido testadas e melhoradas 

geneticamente em laboratório, sempre existe a possibilidade de que possa haver na natureza 
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uma linhagem com maior potencial enzimático ainda não explorada (BRAVO et al., 2000; 

SILVA et al., 1997).  

A busca por microrganismos, geralmente, resulta no isolamento destes a partir de 

recursos naturais, como solo, água, plantas e no ambiente de modo geral. A obtenção de novas 

linhagens de interesse industrial é uma atividade de grande importância. Entretanto, por se 

tratar de uma atividade que envolve muito trabalho experimental, possui um custo 

relativamente elevado. Apesar dos intemperes, o custo-benefício pode ser vantajoso uma vez 

que conduz ao isolamento de linhagens melhor produtoras de um dado produto e até conduzir 

à descoberta de novos produtos (SOARES et al., 2010). 

A aplicação de bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos processos industriais 

tem resultado em uma indústria extremamente diversificada e com grandes rendimentos 

econômicos (SOARES et al., 2010). As enzimas de origem microbiana apresentam enormes 

vantagens em relação às equivalentes de origem animal ou vegetal. Estas possuem um menor 

custo de produção e facilidade de produção em larga escala. Suas características físico-

químicas são bastante diversificadas, estando geralmente relacionadas ao hábitat e à fisiologia 

do microrganismo produtor. Ressalta-se ainda a possibilidade de manipulação genética dos 

microrganismos, a fim de se elevar os níveis de enzimas produzidos (OLIVEIRA et al., 2006). 

Portanto, o isolamento e a identificação de novas fontes microbianas se faz necessário, pois 

além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais, torna 

possível a descoberta e o desenvolvimento de novos sistemas enzimáticos que não podem ser 

obtidos de plantas ou animais (ALVES et al., 2002). 

Para que o processo de produção industrial de enzimas microbianas seja eficiente, 

espera-se que o microrganismo produtor apresente as seguintes características gerais 

(RODARTE, 2005; STANBURY et al., 1995): 

a) não ser patogênico e ou toxigênico; 

b) apresentar elevada eficiência na conversão do substrato em produto; 

c) permitir o acúmulo do produto no meio; 

d) não produzir metabólitos secundários que possam interferir no produto;  

e) apresentar constância quanto ao comportamento fisiológico;  

f) não exigir condições de processos complexos; 

g) não exigir meios de cultura caros; 

h) permitir a rápida liberação do produto para o meio. 

Diversos trabalhos têm sido relatados na literatura, envolvendo a bioprospecção de 

microrganismos para a produção de proteases. Estes microrganismos têm sido isolados a 
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partir de diversos ambientes, incluindo o solo, plantas, águas residuais, resíduos industriais 

sólidos entre outros (ABIDI et al., 2011; GUPTA et al., 2012; HASSAN et al., 2013; 

HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; SHANKAR et al., 2011). 

 

3.5 Proteases 

 
Do ponto de vista industrial, as enzimas são muito importantes, por apresentarem 

características físico-químicas específicas, atuarem de forma eficiente e controlada em uma 

determinada reação, além de possuírem especificidade por diferentes substratos, os quais 

influenciam diretamente na atividade da enzima. Adicionalmente, as enzimas apresentam 

baixa toxicidade, sendo uma opção segura para o amplo emprego em processos industriais 

(SANCHEZ; DEMAIN, 2011). 

Dentre as enzimas mais vendidas no mundo, estão as hidrolases; enzimas que 

catalisam a quebra de seus substratos na presença de moléculas de água. As hidrolases 

englobam diversas enzimas, destacando-se industrialmente as carboidrases, lipases e proteases 

(CHANALIA et al., 2011; PARANTHAMAN et al., 2009; RAO et al., 2009). 

As proteases são uma classe única de enzimas bastante importante em relação a sua 

aplicabilidade industrial, atuação em processos fisiológicos, biotecnológicos, entre outros 

(RAGHUNATH; BADGUIAR, 2010; RAO et al., 1998). Estas enzimas possuem a capacidade 

de hidrolisar ligações peptídicas em proteínas e fragmentos de proteínas, causando alterações 

irreversíveis ou degradação destes substratos. São fisiologicamente importantes para a vida 

dos organismos, sendo encontradas em uma grande diversidade de fontes tais como plantas, 

animais e microrganismos (BARRET et al., 2001; SAVITHA et al., 2011). A modificação dos 

substratos com grande seletividade e especificidade são características importantes das 

proteases, bem como sua atuação em reações de ativação de formas zimogênicas em enzimas 

líticas e o processamento e transporte de enzimas extracelulares (RAGHUNATH; 

BADGUIAR, 2010; RAO et al., 1998). 

As enzimas proteolíticas, também conhecidas como peptidases, proteinases e 

proteases constituem um dos mais importantes grupos de catalizadores comerciais 

(RAWLINGNS et al., 2011). Representam, atualmente, mais de 60% do total de vendas de 

enzimas mundialmente (ADRIO; DEMAIN, 2014). Estas enzimas apresentam uma ampla 

aplicabilidade em processos industriais, tais como na indústria de detergentes, indústrias de 

couro e alimentos (GUPTA; BEG, 2002; KUMAR; TAKAGI, 1999; ORLANDELLI et al., 

2012; WANDERLEY et al., 2011).  
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3.5.1 Classificação 

Segundo a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular, as proteases são 

classificadas no grupo 3 das hidrolases, subgrupo 4. Elas também são classificadas segundo o 

tipo de reação catalisada, quanto à natureza química do sítio catalítico de ação e quanto ao pH 

de atuação (BARRET et al., 2001; BOM et al., 2008).  

Em relação à ação catalítica, subdividem-se em exopeptidases e endopeptidases, 

dependendo de seu sítio de ação, ou seja, as endopetidases (E.C. 3.4.21-99) clivam ligações 

no interior da cadeia polipeptídica, atuando distantes das extremidades amino e carboxi 

terminal. Já as exopeptidases (E.C. 3.4.11-19) atuam próximas das extremidades amino e 

carboxi terminal, na extremidade da cadeia polipeptídica, sendo subclassificadas em 

aminopeptidases e carboxipeptidases (GIONGO, 2006; THYS, 2004). A Figura 3 apresenta a 

classificação e o mecanismo de ação das proteases. 

 
Figura 3. Classificação das peptidases de acordo com tipo de reação catalisada. 
Fonte: Modificado de Barret (1994) por Bom et al. (2008). 

 

Considerando-se a natureza química do sítio catalítico de ação, as proteases podem 

ser classificadas com serina (E.C. 3.4.21), cisteína (E.C. 3.4.22), aspartil (E.C. 3.4.23), metalo 

(E.C. 3.4.24), treonina (E.C. 3.4.25) e glutâmico-proteases. Há ainda as enzimas cujos 

mecanismos de ação não estão suficientemente entendidos, sendo estas classificadas em um 

subgrupo chamado de “mecanismo catalítico desconhecido” (E.C. 3.4.99) (BARRET et al., 

2001; BOM et al., 2008; MURI, 2014). 
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As serina-proteases são bastante numerosas e caracterizadas pela tríade catalítica 

composta por serina (Ser), histidina (His) e ácido aspártico (Asp). Estas são amplamente 

distribuídas entre os vírus, procariotos e eucariotos, tendo importância vital para estes 

organismos (BARRET, 1994; MURI, 2014; RAO et al., 1998).  

Em relação às cisteína-proteases, a atividade de todas elas depende da presença de 

cisteína (Cys), histidina (His) e ácido aspártico (Asp) no sítio ativo. Estas ocorrem em 

procariotos e eucariotos. Já as aspartil-proteases dependem da presença de resíduos de ácido 

aspártico (Asp) para a atividade catalítica (BARRET, 1995; MURI, 2014; RAO et al., 1998). 

As metalo-proteases são distribuídas em todos os organismos vivos e são as enzimas 

que apresentam a maior diversidade de sítios catalíticos. São caracterizadas por serem 

ativadas na presença de um íon metálico divalente (MIYOSHI; SHINODA, 2000; RAO et al., 

1998), enquanto são inibidas por agentes quelantes como ácido etileno diaminotetracético 

(EDTA), ácido etilenoglicoltetraacético (EGTA) e 1,10 orto-fenantrolina (OP) (BARRET, 

1995; KONDO, 2012). 

As treoninas-proteases foram descritas apenas em 1995, caracterizando-se por 

apresentarem um resíduo de treonina (Thr) em seus sítios catalíticos. Esta classe está 

envolvida em muitos processos celulares fundamentais, como a divisão, crescimento, 

diferenciação e apoptose celular, além de modular respostas imunes e inflamatórias 

(MITSIADES et al., 2006; WANG; MALDONADO, 2006).  

As glutâmico-proteases são as que apresentam glutamato (Glu) e glutamina (Gln) em 

seu sítio ativo, além de possuir o envolvimento do ácido aspártico em sua atividade. Porém, 

diferenciam-se das aspartil-proteases por não sofrerem inibição por pepstatina. Elas estão 

presentes em fungos filamentosos e bactérias (FUJINAGA et al., 2004; KONDO et al., 2010). 

As proteases também podem ser classificadas quanto ao seu pH de atuação, podendo 

ser ácidas, neutras e alcalinas. As ácidas, que apresentam atividade na faixa de pH 2,0 a 6,0, 

são comumente aspartil-proteases. As proteases neutras, normalmente representadas pelas 

metaloproteases, cisteína-proteases e algumas serino-proteases apresentam atividade em pH 

na faixa de 6,0 a 8,0. Em contrapartida, as proteases que exibem atividade na faixa de pH 8,0 

a 13,0 são denominadas proteases alcalinas, as quais representadas, em sua maioria, pelas 

serino-proteases (FELIX et al., 2004).  

 

3.5.2 Fontes de obtenção de proteases 

Como mencionado anteriormente, as proteases podem ter origem animal, vegetal e 
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microbiana. Nestes organismos, estas enzimas desempenham funções fisiológicas essenciais, 

as quais são importantes na manutenção e regulação de várias vias metabólicas. Estas estão 

envolvidas nos processos de coagulação sanguínea, organização tecidual, inflamação, 

morfogênese e desenvolvimento. Ainda, pode ser citada sua participação nos processos de 

crescimento e migração celular, crescimento tumoral e metástase, morte celular programada, 

liberação de hormônios, precursores proteicos e transporte de proteínas através da membrana 

(CHANALIA et al., 2011; CHUTMANOP et al., 2008; RAO et al., 1998). 

Quanto à fonte destas enzimas, os microrganismos são os mais utilizados, 

representando 40% das proteases vendidas em todo o mundo (CHANALIA et al., 2011; 

SANDHYA et al., 2005). Proteases microbianas despertam maior interesse devido à grande 

diversidade microbiológica e susceptibilidade à manipulação genética. Os microrganismos 

apresentam grande facilidade de cultivo e crescimento rápido, não necessitando de grandes 

espaços, quando comparado ao cultivo de plantas e a criação de animais (Tabela 3) 

(CHANALIA et al., 2011; RAO et al., 1998). Além disso, as proteases microbianas são, em 

geral, mais estáveis que as homólogas de plantas e animais (WISEMAN, 1991). 

 

Tabela 3. Aspectos da produção enzimática de proteases pelas diferentes fontes de obtenção. 
Fonte de 
obtenção 

Tempo de 
obtenção 

Dificuldade 
de cultivo 

Custo Espaço 
requerido 

Nível de 
produtividade 

Plantas +++ +++ ++ ++ ++ 
Animais +++ +++ +++ +++ + 

Microrganismos + + +/++ + +++ 
+= valores mínimos, ++= valores médios, +++= valores altos. 
Fonte: Adaptado de Rao et al. (1998) e Wiseman (1991). 

 

Bactérias, fungos filamentosos e leveduras podem ser empregados para produção de 

proteases (RADHA et al., 2011). A Tabela 4 apresenta os principais microrganismos 

produtores de proteases, bem como os substratos empregados em sua produção. As proteases 

produzidas por fungos filamentosos apresentam algumas vantagens, especialmente 

relacionadas à facilidade de recuperação das enzimas, as quais são secretadas diretamente no 

meio de cultivo (ALVES et al., 2005; JISHA et al., 2013). Adicionalmente, destaca-se a 

grande capacidade de crescimento fúngico sobre diversas condições, como temperatura, pH, 

entre outras (MUTHULAKSHMI et al., 2011). 

Os fungos são capazes de produzir uma variedade muito maior de proteases do que 

bactérias. Por exemplo, Aspergillus oryzae produz tanto proteases ácidas, quanto neutras e 

alcalinas. Proteases fúngicas são ativas em uma extensa faixa de pH (4,0 a 10,0) e exibem 

uma ampla especificidade por substratos, bem como mostram-se estáveis sobre condições 
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extremas (JISHA et al., 2013). Entretanto, apresentam uma taxa de reação mais lenta e são 

menos tolerantes à temperatura, quando comparadas àquelas de origem bacteriana 

(RAGHUNATH; BADGUIAR, 2010).  

Nestes microrganismos, o papel exercido pelas proteases é o de degradar proteínas 

em pequenos peptídeos ou aminoácidos, a fim de suprir a célula com nutrientes quando fontes 

de carbono ou de nitrogênio preferíveis não estão disponíveis para a célula. A produção destas 

enzimas é regulada tanto por fatores ambientais, quanto nutricionais e pode ser uma resposta à 

indução por substratos específicos (BRAAKSMA et al., 2009). 

 

Tabela 4. Principais microrganismos produtores de proteases e substratos empregados na produção. 
Enzima Substrato de cultivo Microrganismo Referência 

Metaloprotease Penas, queratina e lã Aspergillus orizae Farag; Hassan, 2004 
Protease ácida Peptona de camarão Aspergillus niger L1 Siala et al., 2012 

Protease alcalina Soro de queijo e água de 
maceração de milho 

Bacillus sp. SMIA-2 Nascimento et al., 2007 

Protease alcalina Farelo de arroz Bacillus sp. K-30 Naidu, Devi, 2005 
Protease alcalina Caseína e glicose Aspergillus clavatus Tremacoldi; Carmona, 

2005 
Protease alcalina Pectina de maçã, soro de 

queijo e água de maceração 
de milho 

Bacillus sp. SMIA-2 Ladeira et al., 2010 

Protease alcalina Saccharomyces cerevisae Cellulosimicrobium 

cellulans 

Ferracini-Santos; Sato, 
2009 

Protease alcalina Maltodextrina, extrato de 
levedura e leite desnatado 

Bacillus subtilis Parimala et al., 2012 

Protease alcalina Spirulina algae Botrytis cinerea Abidi et al., 2011 
Protease alcalina Bolo de semente de mostarda Beauveria sp. Shankar et al., 2011 
Protease alcalina Amido, farelo de soja, farelo 

de glúten de trigo e farinha de 
semente de algodão 

Vibrio metschnikovii NG155 George et al., 2014 

Protease alcalina Farinha de peixe Bacillus pumilus 

MTCC7514 
Gupta et al., 2012 

Protease neutra Pelo de porco Rhizopus oryzae Vázquez et al., 2008 
Protease neutra Farelo de trigo Aspergillis flavus Muthulakshmi et al., 2011 
Protease neutra Extrato de levedura e lactose Aspergillus funiculosus G. 

Smith 
Shumi et al., 2004 

Queratinase Cabelo Humano Trichophyton rubrum Okafor; Ngwogu, 2000 
Queratinase Cabelo humano 

 
Pena de galinha 

Lã 

M. gypseum e 

Chrysosporium pannicola 

Aspergillus flavus 

T. mentagrophytes 

Muhsin; Hadi, 2001 

Queratinase Pelo de cobaia Trichophyton 

mentagrophytes 

Muhsin; Aubaid, 2000 

Queratinase Pó de pena Alternaria tenuissima 

Acremonium hyalinulum 

Curvularia brachyspora 

Beauveria bassiana 

Marcondes et al., 2008 
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Queratinase 
Cisteína 

Pena de galinha Aspergillus spp. Kim, 2003 

Queratinase Farinha de pena Bacillus megaterium RS1 Shankar et al., 2013 
Queratinase Farinha de pena Bacillus sp. P45 Daroit et al., 2011 
Queratinase 

Serina 
Cabelo humano Purpureocillium lilacinum 

LPS#876 
Cavello et al., 2013 

Queratinase 
Serina 

Queratina Aspergillus parasiticus Anitha; Palanivelu, 2013 

Queratinase 
Serina 

Lã de ovelha Bacillus amyloliquefaciens 

Bacillus subtilis 

Hassan et al., 2013 

Serina protease Farinha de peixe Aspergillus fumigatus Hernández-Martínez et al., 
2011 

 

3.5.3 Importância industrial das proteases 

As questões ambientais, a demanda por produtos de melhor qualidade e a 

necessidade de redução do consumo de energia são fatores que vêm incentivando vários 

setores industriais a buscar tecnologias não poluentes, mais sofisticadas e de menor custo 

(BOM; PEREIRA-JÚNIOR, 1999; RIFFEL et al., 2003).  

As indústrias buscam formas de aumentar a produção e os lucros, para isso é 

necessário melhorar a eficiência dos processos empregados. Porém, concomitante a isso, é 

necessário priorizar os meios que possam gerar um menor impacto ambiental. A utilização de 

enzimas de origem microbiana nestes processos, como forma de substituir o uso de produtos 

químicos, pode aumentar o desempenho e a especificidade dos processos industriais. Ao 

mesmo tempo, pode tornar este processo favorável ao meio ambiente, reduzindo os custos de 

produção, aumentando a eficácia e diminuindo os custos com o tratamento de resíduos 

(FRIEDRICH; KERN, 2003; LI et al., 2012). 

A tecnologia enzimática é de interesse das indústrias por todo o globo, em função da 

tendência ecológica e renovável e, pela necessidade de processos mais eficientes e 

economicamente viáveis. Especificamente para o Brasil, este cenário é particularmente 

importante, por ser um país com grande diversidade microbiológica e que dispõe de grandes 

montantes de resíduos que podem ser empregados como substratos para a produção de 

enzimas. Isso contribui para a utilização de matérias primas renováveis, podendo resultar em 

uma maior preservação ambiental (POLITZER; BON, 2006; SANCHEZ; DEMAIN, 2011). 

Em 1998, o mercado mundial de enzimas alcançou o marco de 1,6 bilhões de 

dólares. Já em 2009, o faturamento praticamente triplicou, correspondendo a 5,1 bilhões de 

dólares, apresentando um crescimento de lucro contínuo (SANCHEZ; DEMAIN, 2011). Em 

2015, as projeções são de que este faturamento atinja 8,0 bilhões de dólares (LI et al., 2012). 

De acordo com Sanchez e Demain (2011), o aumento de estudos na área e, consequentemente, 
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o descobrimento de novas enzimas podem viabilizar seu emprego em novos processos, 

promovendo um maior crescimento neste setor. 

O uso de enzimas como catalizadoras de processos industriais é fundamentalmente 

importante para obtenção de produtos com alto padrão de qualidade. No Brasil, as tecnologias 

limpas em consonância com as necessidades tecnológicas do mercado e da preservação 

ambiental aumentariam a representatividade comercial e econômica brasileira no cenário 

internacional, gerando benefícios econômicos, sociais e ambientais (POLITZER; BON, 

2006).  

Assim como para outras enzimas, a produção de proteases se torna limitada devido 

ao seu alto custo de produção. Estima-se que cerca de 30-40% do custo total da produção 

enzimática seja dispendido no substrato do meio de cultivo (JOO; CHANG, 2005; 

SANKARESWARAN et al., 2011). Por esta razão, a utilização de meios alternativos se torna 

uma opção bastante apreciável do ponto de vista comercial (AKCAN; UYA, 2011).  

Devido a sua alta especificidade e eficiência catalítica degradativa, as proteases 

constituem uma classe particular de enzimas de imensa importância fisiológica e comercial. 

Estas enzimas são utilizadas como biocatalizadores para os mais diversos fins, incluindo sua 

aplicação na indústria de alimentos, bebidas, detergentes, couros, indústria farmacêutica e de 

cosmético (JISHA et al., 2013; RAGHUNATH; BADGUIAR, 2010). Na Tabela 5 estão 

apresentados alguns exemplos de aplicações destas enzimas de origem microbiana. 

 

Tabela 5. Aplicações industriais de proteases microbianas. 
Principal fonte Enzima Aplicação industrial 
Aspergillus niger Proteases ácidas e neutras Queijo, carnes, pescado, cereais, 

bebidas 
Aspergillus oryzae Proteases ácidas e neutras Hidrólise proteica, 

processamento de carne e 
pescado, indústria cervejeira e 
de panificação 

Bacillus subtilis, Bacillus cereus Protease neutra Produção de bebidas e 
panificação 

Aspergillus melleus Proteases alcalinas Manufatura de queijo 
Bacillus licheniformis, Bacillus 

subtilis 

Proteases alcalinas Fabricação de detergentes e 
indústria de couro, 
processamento de carnes, 
pescados e derivados lácteos 

Fonte: Wiseman (1991). 
 

Diante da necessidade do uso de processos cada vez mais eficientes, as enzimas 

proteolíticas têm sido cada vez mais empregadas em diversos setores industriais. Estas 

desempenham importância fundamental para o tratamento de couro, são um dos ingredientes 

padrões adicionados aos detergentes, devido sua especificidade por substratos e eficiência; na 
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indústria de alimentos, são aplicadas em diversos produtos, laticínios, massas e na produção 

de hidrolisados proteicos. Na indústria farmacêutica, as proteases possuem um papel 

importante como suplementos enzimáticos, auxiliares digestivos, em combinações com 

antibióticos e no tratamento de lesões (ORLANDELLI et al., 2012; RAO et al., 1998; 

WANDERLEY et al., 2011).  

 

3.6 Fusarium oxysporum 

 

O fungo F. oxysporum é uma espécie comumente fitopatogênica. Entretanto, há 

trabalhos que reportam esta espécie como endofítica, sendo também encontrada no solo, em 

partes aéreas e subterrâneas de plantas, em herbáceas mortas e, até mesmo conferindo 

proteção às plantas contra doenças causadas por outros fungos (KAVANAGH, 2005; 

LEMANCEAU et al., 1993). Trata-se de uma espécie com grande habilidade de adaptação, o 

que lhe permite crescer em diferentes substratos. É comumente encontrada em regiões 

tropicais e temperadas, mas também pode viver em condições climáticas extremas como o 

deserto e o ártico (NELSON et al., 1994). 

In vitro, a temperatura ótima de crescimento é de 28 °C (DALMAGRO, 2007). Em 

relação aos critérios taxonômicos, quando cultivado em meio de cultura, conídios curvados, 

septados e estreitos podem ser observados. Frequentemente, pequenas projeções na base 

formando os chamados “foot-cells” (pés de célula) também estão presentes. Os conídios 

formam massas limosas, enquanto que os esporodóquios são simples, isolados e incolores 

(Figura 4) (ELLIS; ELLIS, 1997). Nas figuras subsequentes estão apresentadas a estrutura 

microscópica (Figura 5) e macroscópica (Figura 6) da linhagem de F. oxysporum empregada 

no presente trabalho. 

Uma característica importante deste fungo é sua capacidade de produzir diferentes 

ácidos, em particular o ácido fusárico (BACON et al., 1996) e diversas enzimas, como lipases 

e cutinases (DALMAGRO, 2007, SANTOS, 2012).  

Algumas cepas de F. oxysporum possuem caráter patogênico e oportunista em 

plantas. Porém, estudos recentes reportam a identificação e o silenciamento de seus genes 

relacionados a fatores de patogenicidade, reduzindo em até 75% seu potencial patogênico 

(DENISOV et al., 2011). Outros estudos ainda demonstram a eficiência da engenharia 

genética em promover um aumento de até dez vezes no rendimento da produção de enzimas 

por algumas cepas desta espécie (SHU et al., 2010).   



35 

 

 
Figura 4. F. oxysporum. A - B: Macroconídia; C - D: Microconídia; E - F: Microconídia in situ em meio ágar-
folha. A - D, barra de escala: 25 µm; E-F, barra de escala: 50 µm. 
Fonte: Leslie; Summerell (2006). 

 

Na literatura, estudos envolvendo a produção de proteases por F. oxysporum são 

escassos. No entanto, diversos estudos reportam a produção de outras enzimas por este fungo, 

tais como amilase, lipase, carboximetil-celulase, caseinase, pectinase, gelatinase, lacase e 

catalase, entre outras (BEVENUTO et al., 2013; BUENO et al., 2011; CORADI, 2012). 

 

 
Figura 5. Micromorfologia de fungo F. oxysporum, microcultivo em meio Vogel (1956), a 28 °C, após sete dias 
de cultivo. A-B: Hifas, conidióforos e microconídios; C: Filíades; D: Conidióforos e aglomerações de esporos 
(cabeça de esporos). Resolução. A - B 4x; C 100x; D 40x. 
Fonte: autores. 
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Figura 6. Morfologia macroscópica da cultura de F. oxysporum, em meio Vogel (1956), a 28 °C, após sete dias 
de incubação. 
Fonte: autores. 

 

Considerando suas características específicas de patogenicidade e, uma vez que as 

proteases são um dos importantes fatores de virulência apresentado pelo fungo durante o 

estabelecimento de uma infecção na planta, sugere-se que F. oxysporum seja um interessante 

candidato para produção de enzimas proteolíticas para uso industrial. 

 

 

3.7 Metodologia de Superfície de Resposta 

 

A fim de atingir a máxima produção enzimática, é necessário que seja usado um 

meio de cultivo perfeitamente equilibrado. Com este intuito, a utilização de métodos 

estatísticos para a otimização dos meios e das condições de cultivo torna-se uma ferramenta 

fundamental para o sucesso da produção industrial (CRUEGER; CRUEGER, 1993; 

MONTGOMERY, 1999). 

Para que seja realizada a otimização das condições de cultivo pela metodologia 

clássica, há o emprego de uma variável independente (pH, temperatura, substrato, etc.) por 

vez e a fixação das demais variáveis - para que seja analisado uma por vez, sem a influência 

de nenhum outro fator. Este processo é extremamente demorado e dispendioso, 

principalmente quando existe um grande número de variáveis. Ainda, conclusões falsas 

podem ser geradas (ADINARAYANA et al., 2003). 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) consiste no emprego de técnicas 

matemáticas e estatísticas para desenhos experimentais com o objetivo de otimizar a resposta 
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esperada (KOHLI; SINGH, 2011). Originalmente, a MSR foi proposta por Box e Wilson 

(1951), com o intuito de responder problemas de determinação de condições ótimas em 

investigações químicas. Atualmente, esta metodologia está sendo amplamente aplicada com 

sucesso em diversas áreas da Biotecnologia (LADEIRA et al., 2010; PARIMALA et al., 2012; 

SHANKAR et al., 2013; SIALA et al., 2012). 

A MSR visa a determinação de modelos empíricos para estabelecer relações 

estatísticas entre as variáveis empregadas em um determinado sistema industrial. A grande 

vantagem do emprego da MSR é a diminuição do número de amostras para realização de um 

determinado experimento, resultando na redução do tempo despendido nos experimentos, 

assim como a redução dos custos de produção (JIMÉNEZ-CONTRERAS et al., 2008; 

MANIKANDAN et al., 2011). 

O Delineamento Central Composto (DCC) consiste em um grupo de procedimentos, 

estatísticos e matemáticos de segunda ordem. Existem diversos delineamentos para aplicação 

do modelo de segunda ordem, mas o DCC é o mais conhecido deles e pode ser usado no 

estudo das inter-relações entre uma ou mais respostas (variáveis dependentes) com inúmeros 

fatores (variáveis independentes). Compõe-se por três partes: cúbica fatorial (de um 

delineamento 2q e um delineamento 2q- k fatorial fracionário), axial(α) e central (BRADLEY, 

2007). 

Em relação à produção de proteases, a MSR vem sendo amplamente utilizada como 

uma técnica de otimização, considerando que a produção enzimática é consideravelmente 

influenciada por diversos fatores como temperatura, pH, tempo de incubação, tipo de 

substrato, suplementação do meio com fontes indutoras, presença de íons metálicos e outros 

componentes do meio de cultivo (DAROIT et al., 2011; JOHNVESLY; NAIK, 2001; KOLE 

et al., 1998; PARIMALA et al., 2012; SHANKAR et al., 2013; VARELA et al., 1996).  
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 4. CAPÍTULO I 

 
 

Bioprospecção de fungos produtores de proteases 
 
 
 
Resumo 
 
A seleção de microrganismos produtores de enzimas hidrolíticas constitui uma etapa 

importante nos processos biotecnológicos, nos quais estas enzimas deverão ser empregadas. 

Deste modo, há considerável interesse na biodiversidade e em isolar microrganismos com 

potencial para a produção enzimática. Dentre as enzimas comerciais, as proteolíticas 

constituem um dos mais importantes grupos, representando cerca de 60% do mercado 

mundial de enzimas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar linhagens fúngicas distintas 

isoladas a partir de diferentes ambientes quanto à capacidade de produção de proteases. 

Objetivou-se, ainda, avaliar o uso do pelo de cachorro como substrato alternativo para a 

produção destas enzimas. No total, 73 linhagens fúngicas foram avaliadas, sendo 38 linhagens 

de fungos filamentos e 35 leveduriformes. As dez melhores linhagens produtoras de proteases 

em presença de caseína foram testadas quando ao potencial de produção dessas enzimas, 

empregando-se o pelo de cachorro preto como substrato. Destacam-se, aqui, os níveis de 

produção apresentados pela linhagem D06, isolada a partir de água residuária de frigorífico e 

pela linhagem BV (Fusarium oxysporum), isolada a partir de óleo contaminado. Ainda, esta 

última se destacou pelos níveis de proteases alcalinas produzidas, quando as colorações de 

pelo branca e preta foram avaliadas. Diante de sua ampla disponibilidade e baixo custo, o pelo 

de cachorro demonstrou ser um substrato alternativo promissor para produção de proteases 

pelo fungo F. oxysporum.  

 
 
 
 
Palavras-chave: fungos filamentosos, leveduras, isolamento, pelo de cachorro, Fusarium 

oxysporum. 
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4.1 Introdução 

 
A tecnologia enzimática é empregada em diversos setores industriais. As enzimas são 

empregadas em substituição a produtos químicos e processos mecânicos, devido sua alta 

especificidade, baixo custo e segurança mas, principalmente, por ser um produto 

biodegradável e que não causa danos ao meio ambiente (LI et al., 2013; TAVANO, 2013).  

Enzimas de origem microbiana são preferíveis as de origem animal e vegetal, devido a 

grande variedade de atividades catalíticas, rápido tempo de obtenção, alto rendimento, maior 

estabilidade e baixo custo. De um modo geral, os microrganismos são produtores eficientes de 

enzimas. Na natureza, os fungos estão envolvidos nos processos de degradação de uma grande 

variedade de materiais complexos, sendo esta habilidade atribuída a extensa diversidade de 

enzimas produzidas (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; SOHAIL et al., 2009). 

Apesar do grande número de microrganismos atualmente empregados nos processos 

industriais, a busca por novas linhagens que produzam de forma mais eficiente essas enzimas 

se faz necessária (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; LI et al., 2013). Diversos trabalhos 

têm sido relatados na literatura, envolvendo a bioprospecção de microrganismos para a 

produção de proteases. Estes microrganismos têm sido isolados a partir de diversos 

ambientes, incluindo o solo, plantas, águas residuais, resíduos industriais entre outros (ABIDI 

et al., 2011; GUPTA et al., 2012; HASSAN et al., 2013; HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 

2011; SHANKAR et al., 2011).  

As enzimas proteolíticas constituem um dos mais importantes grupos de catalizadores 

comerciais (RAWLINGNS et al., 2011). Representam, atualmente, mais de 60% do total de 

vendas de enzimas mundialmente (ADRIO; DEMAIN, 2014). Estas enzimas apresentam uma 

ampla aplicabilidade em processos industriais, tais como na indústria de detergentes, 

indústrias de couro e alimentos (ORLANDELLI et al., 2012; WANDERLEY et al., 2011).  

O presente trabalho teve por objetivo realizar a bioprospecção de fungos filamentosos 

e leveduras capazes de produzir proteases, isolados a partir de diversos ambientes. Objetivou-

se, ainda, avaliar a capacidade dos isolados selecionados de produzir proteases empregando-se 

o pelo de cachorro como substrato alternativo. Considerou-se a hipótese inicial de que fungos 

isolados de ambientes ricos em proteína são os que apresentam maior capacidade proteolítica. 

 
4.2 Material e Métodos 
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4.2.1 Microrganismos  

Um grande número de linhagens de fungos (73) isoladas a partir de ambientes 

distintos foram avaliadas quanto ao seu potencial de produção de proteases neutras (Tabela 1). 

As linhagens foram isoladas no Laboratório de Microbiologia Aplicada da UNICENTRO e 

mantidas por meio de repiques periódicos. 

 

4.2.2 Determinação da atividade proteásica 

A atividade de protease foi determinada por meio da incubação de 3 mL de caseína a 

2% (m/v) em tampão McIlvaine pH 7,0 e de 3 mL do filtrado enzimático apropriadamente 

diluído no mesmo tampão, por 20 minutos, a 37 °C. A reação foi paralisada pela adição de 

ácido tricloroacético a 10% (m/v). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 g por 

20 minutos. A leitura do sobrenadante foi realizada a 280 nm contra branco apropriado. Uma 

unidade enzimática (U) correspondeu ao aumento de 0,1 na absorbância, por uma hora de 

reação, por mL de amostra (TREMACOLD; CARMONA, 2005). 

 

4.2.3 Condições de cultivo  

As linhagens fúngicas foram cultivadas em meio sólido de Vogel (VOGEL, 1956), 

contendo 1,5% (m/v) de glicose e 1,5% (m/v) ágar, a 28 ºC, por sete dias. Após este período, 

os esporos foram suspensos em água destilada esterilizada, sendo a suspensão filtrada em lã 

de vidro estéril para a remoção dos fragmentos de hifas e suas concentrações ajustadas 1,0 x 

107 esporos mL-1. Um mililitro desta suspensão foi inoculado em frascos Erlenmeyers de 125 

mL, contendo 25 mL de meio líquido de Vogel, em pH 6,5 a 28 °C, suplementados com 1% 

de fonte de carbono. Após o crescimento em meio líquido por 7 dias, as culturas foram 

filtradas a vácuo em funil de Büchner. O extrato bruto obtido foi utilizado como fonte de 

enzimas extracelulares.  

 

4.2.4 Seleção inicial de levedura 

A produção de proteases por leveduras foi avaliada pelo teste indutivo em placas de 

Petri, empregando-se o meio sólido ágar-gelatina, composto por gelatina em pó incolor 5g/L; 

ágar 10 g/L, tampão McIlvaine pH 7,0 50% (m/v) e água destilada. Os meios foram 

autoclavados a 121 °C, por 15 min. Após inoculação das leveduras, as culturas foram 

incubadas a 28 °C. Após o crescimento microbiano no intervalo de 48-72 horas, as placas 

foram coradas com solução contendo Comassie Blue 0,2% (m/v), metanol 500 mL/L, ácido 
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acético 100 mL/L e água destilada, a temperatura ambiente. Cerca de 10 mL da solução 

corante foram vertidos em cada placa, deixando-se agir por 15 min. Após, as placas foram 

lavadas delicadamente com água destilada. Para o processo de descoloração uma solução 

reveladora foi utilizada, constituída por metanol (330 mL/L), ácido acético (100 mL/L) e água 

destilada. A solução foi vertida nas placas, agindo até o momento em que os halos de 

degradação se tornassem visíveis. Após este processo, foi possível observar o halo de 

crescimento das colônias e o índice enzimático pôde ser calculado. Este teste foi realizado 

com o intuito de determinar semi-quantitativamente a produção das proteases. O valor do 

índice enzimático (IE) foi obtido pela divisão da medida do halo de degradação pela medida 

do halo de crescimento da colônia. 

Para critério de seleção, a linhagem foi considerada boa produtora de enzimas 

extracelulares em meio sólido quando apresentou o IE maior ou igual a 2,0 (LEALEM; 

GASHE, 1994). 

 

4.2.5 Seleção inicial de fungos filamentosos  

As linhagens de fungos filamentosos foram cultivadas em meio submerso contendo 

meio líquido de Vogel (VOGEL, 1956), em pH 6,5, suplementados com 1% (m/v) de caseína, 

sendo mantidas a 28 °C por sete dias. Após o cultivo, a determinação da atividade proteolítica 

foi conduzida conforme descrição apresentada anteriormente (Item 4.2.2). 

 

4.2.6 Seleção dos melhores fungos produtores de proteases em pelo de cachorro 

As linhagens melhores produtoras de proteases foram incubadas em meio submerso 

contendo 1% (m/v) de pelo de cachorro (na coloração preta) como única fonte de carbono, a 

28 °C, por sete dias. Após este período, a determinação de proteases neutras foi realizada. As 

duas melhores linhagens produtoras foram incubadas por um período de 7 dias, em meio 

submerso contendo 1% de pelo de cachorro em diferentes colorações. Posteriormente, as 

atividades proteásicas neutra e alcalina foram determinadas em pH 7,0 e pH 9,0, 

respectivamente.  

 

4.3 Resultados e Discussão 

 
4.3.1 Seleção inicial de fungos leveduriformes produtores de proteases 

Inicialmente, 35 linhagens de leveduras foram avaliadas quanto ao potencial de 

produção de proteases. Placas de Petri contendo meio ágar-gelatina serviram como substrato 
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para o crescimento destas. Após acompanhamento diário das colônias, o índice enzimático foi 

calculado (Tabela 2). Nenhuma linhagem leveduriforme apresentou índice enzimático 

significativo e dentre estas, 14 linhagens (40%) não apresentaram nenhuma capacidade 

proteolítica, sendo esta revelada pela ausência de halo de degradação. O maior índice 

enzimático foi apresentado pelo isolado BVL4, correspondendo a 1,33. 

Similarmente ao presente estudo, El-Diasty e Salem (2007) avaliaram 64 leveduras 

isoladas de leite quanto ao seu potencial de produção de proteases. Em 31 linhagens (48,4%), 

a atividade proteolítica também não foi evidenciada. Em outro estudo realizado por Pereira 

(2012), no qual 40 isolados fúngicos foram testados in plate quanto a produção de diferentes 

enzimas, apenas 13 produziram proteases, sendo que apensas um isolado apresentou IE = 2,0, 

sendo considerado bom produtor desta enzima. 

 

4.3.2 Seleção inicial de fungos filamentosos produtores de proteases 

Em relação aos fungos filamentosos, 38 isolados foram avaliados quanto ao seu 

potencial de produção de proteases neutras, em cultivo submerso, empregando-se a caseína 

como substrato (Tabela 3). Ao avaliar as diferentes linhagens fúngicas, 23 destas não 

apresentaram nenhuma atividade proteolítica. Os isolados D03, BV, BVC, ES05, T1, MIM01, 

F1, S10, M4, J40 apresentaram níveis de produção similares, em torno de 1 U mL-1, enquanto 

que o fungo D6 apresentou os níveis mais elevados da enzima de interesse (16,16 ± 0,125 U 

mL-1).  

Ouros trabalhos na literatura reportam a produção de proteases microbianas 

empregando-se a caseína como substrato (NAIDU; DEVI, 2005; TREMACOLDI; 

CARMONA, 2005). Por ser um substrato puro, a utilização da caseína inviabiliza 

economicamente a produção destas enzimas por acarretar aumentos em seus custos de 

produção. Por esta razão, a capacidade proteolítica dos fungos previamente selecionados foi 

avaliada, utilizando-se o pelo de cachorro como única fonte de carbono, um resíduo de baixo 

custo, amplamente disponível e até o presente momento sem nenhum valor agregado.  

 

4.3.3 Seleção das linhagens melhores produtoras de proteases empregando-se pelo de 

cachorro como substrato 

Os fungos filamentosos que se destacaram quanto à produção de proteases quando 

cultivados em presença de caseína foram avaliados quanto à produção de proteases 



43 
 

 

empregando-se o pelo de cachorro na coloração preta, como única fonte de carbono. As 

leveduras não foram cultivadas em pelo de cachorro, por nenhuma linhagem ter apresentado 

índice enzimático satisfatório. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 4. As 

linhagens fúngicas que apresentaram melhor produção de enzimas proteolíticas foram as 

linhagens D03 e BV, correspondendo a uma produção de 8,0 e 7,38 U mL-1, respectivamente. 

Posteriormente, a produção de proteases neutras (pH 7,0) e alcalinas (pH 9,0) em pelo 

de cachorro pelas linhagens melhores produtoras foi avaliada (Tabela 5). Nesse sentido, pelos 

de colorações branca e preta foram avaliados. Pode ser observado uma maior produção de 

proteases alcalinas pela linhagem BV (posteriormente identificada como sendo o fungo F. 

oxysporum), correspondente a 10,13 U mL-1.  

Até o presente momento, nenhum trabalho na literatura reporta a produção de enzimas 

em geral empregando-se o pelo de cachorro. No entanto, pelo de porco, cabelo humano, lã de 

carneiro têm sido descritos como substratos alternativos para a produção de proteases 

(CAVELLO et al., 2013; HASSAN et al., 2013; MUHSIN; HADI, 2001; OKAFOR; 

NGWOGU, 2000; VÁZQUEZ et al., 2008). 

Com base nos resultados obtidos e diante da extensa aplicabilidade industrial das 

proteases alcalinas, os estudos subsequentes foram realizados envolvendo a produção de 

proteases alcalinas pelo fungo BV, empregando-se os pelos de coloração branca e preta como 

substratos. 

 

4.4 Considerações finais 

Dentre 73 linhagens de fungos avaliadas, as linhagens de fungos filamentosos D06 e 

BV (F. oxysporum), isolados de água residuária de frigorífico e óleo contaminado, 

respectivamente, foram as que apresentaram os melhores níveis de produção de proteases 

neutras, ao se empregar o pelo de cachorro preto como constituinte único do meio de cultura. 

Ainda, bons níveis de proteases alcalinas foram produzidos pela linhagem F. oxysporum, em 

presença de pelo de cachorro nas colorações branca e preta. Este estudo reporta, pela primeira 

vez, o pelo de cachorro como um substrato atrativo e de baixo custo para ser empregado nos 

processos de produção de proteases microbianas.   
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Tabela  1. Linhagens testadas de fungos filamentosos e leveduriformes isolados a partir de diferentes ambientes. 
Origem de isolamento Linhagens 

Leveduriformes Filamentosas 

Águas residuais Frigorífico  JC1, JC4, JC5, M2, M4, M5, M6, M7, 
N2, N3, N5, N9, N10, N11, S2, S5, S6, 

S7, S8, S9, T2, T3, T5 

D02, D03, D04, D06, N1, N4, N5, 
N8, T1, T4, T6, T3C, M8, M10, S3, 

S10, S12 
Endofiticos - ES01, ES02, ES03, ES04, ES05, 

MIM01, MIM02 

Solo de mata Atlântica - J3, J4, J11, J26, J36, J38, J40, J54, 
Solo contaminado com cromo - F1, D2, D10, M4 
Óleo contaminado L1, L3, BVL1, BVL2, BVL3, BVL4 BV, BVC 

Ovas de peixe   LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6 - 
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Tabela  2. Seleção inicial de leveduras produtoras de proteases, isoladas a partir de diferentes ambientes. 
Linhagem Índice Enzimático Linhagem Índice Enzimático 

BVL1 ND M6 1,10 
BVL2 ND M7 1,06 
BVL3 1,20 N10 1,02 
BVL4 1,33 N11 1,07 
JC1 ND N2 1,05 
JC4 ND N3 ND 
JC5 ND N5 1,09 
L1 1,16 N9 ND 
L3 1,17 S2 ND 

LP1 ND S5 1,05 
LP2 1,04 S6 1,04 
LP3 1,16 S7 1,06 
LP4 ND S8 ND 
LP5 1,04 S9 1,04 
LP6 1,03 T2 ND 
M2 1,02 T3 ND 
M4 1,03 T5 1,04 
M5 ND   

ND = atividade enzimática não detectada 
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Tabela  3. Seleção inicial de fungos filamentoso produtores de proteases neutras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Linhagem 

fúngica 

Atividade 
Proteásica 
(U mL-1) 

Teor Protéico 
intracelular 

(mg de proteína) 

 
Linhagem 

fúngica 

Atividade 
Proteásica 
(U mL-1) 

Teor Protéico 
intracelular 

(mg de proteína) 
BV 1,047±0,040 12,38±0,198 J38 ND 27,82±2,342 

BVC 1,057±0,012 27,00±1,013 J40 0,677±0,015 23,83±2,195 
D2 0,430±0,017 56,04±0,819 J54 ND 0,00±0,00 

D02 ND 46,35±0,751 M4 0,767±0,012 0,00±0,00 
D03 1,160±0,044 0,00±0,00 M8 ND 1,04±0,109 
D04 ND 0,00±0,00 M10 ND 15,11±1,248 
D6 16,16±0,125 56,49±4,494 MIM01 0,947±0,038 26,31±1,586 

D10 0,530±0,010 22,82±1,877 MIM02 ND 0,00±0,00 
ES01 ND 5,49±0,532 N1 0,597±0,006 0,00±0,00 
ES02 ND 0,00±0,00 N4 ND 16,80±1,347 
ES03 ND 31,71±0,970 N5 ND 63,55±3,908 
ES04 0,383±0,006 0,00±0,00 N8 ND 0,00±0,00 
ES05 0,620±0,010 0,00±0,00 S3 ND 2,53±0,127 

F1 1,017±0,031 30,29±1,096 S10 1,083±0,021 0,00±0,00 
J3 ND 0,00±0,00 S12 ND 0,00±0,00 
J4 ND 0,00±0,00 T1 0,680±0,010 50,40±3,012 
J11 ND 0,00±0,00 T3C ND 7,75±0,687 
J26 ND 0,00±0,00 T4 ND 0,00±0,00 
J36 ND 0,00±0,00 T6 ND 0,00±0,00 

ND = atividade enzimática não detectada 
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Tabela  4. Produção de proteases neutras por fungos filamentosos, empregando-se 1% (m/v) de pelo de cachorro 
na coloração preta como substrato. 

Linhagem fúngicas Atividade Proteásica (U mL-1) 
D03 8,00 ± 0,09 
BV 7,38 ± 0,18 

BVC 1,87 ± 0,08 
D6 1,62 ± 0,08 
T1 1,53 ± 0,07 

MIM01 0,08 ± 0,02 
F1 0,00 ± 0,00 

S10 0,00 ± 0,00 
M4 0,00 ± 0,00 
J40 0,00 ± 0,00 
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Tabela  5. Avaliação da atividade proteásica neutra e alcalina dos fungos BV e D03, empregando-se 1% (m/v) de 
pelo de cachorro nas colorações preta e branca. 

 
Fonte de Carbono 

Fungo BV Fungo D03 
pH 7,0 (U mL-1) pH 9,0 (U mL-1) pH 7,0 (U mL-1) pH 9,0 (U mL-1) 

Pelo Preto 7,38 ± 0,18 10,13 ± 0,15 8,00 ± 0,09 5,03 ± 0,06 
Pelo Branco 2,64 ± 0,10 3,49 ± 0,15 2,94 ± 0,10 1,80 ± 0,04 
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5. CAPÍTULO II 

 

Production of alkaline protease by Fusarium oxysporum using dog hair: a novel 

alternative substrate 

 

 

Prolo, T.1, Izidoro, S.C.1; Lima, V.A.2, Knob, A.1*.  

 

 

Abstract 

 

Alkaline proteases have an extensive industrial application, such as in leather, detergent, 

pharmaceutical, cosmetics and food industries. Recently, studies has focused on exploration 

of new and inexpensive carbon sources to their production. This work evaluates the feasibility 

of using white dog hair as a substrate for protease production by a Fusarium oxysporum 

strain. The effects of pH of medium, cultivation time and dog hair concentration on alkaline 

protease production were evaluated using a Central Composite Rotational Design (CCRD) 

combined with Response Surface Methodology (RSM). Maximum protease production of 

51.84 U mL-1 was observed in the medium of pH 6.0, containing 5.0% dog hair residue, after 

6.5 days of cultivation. Thus, optimized cultivation conditions increased protease activity 

14.85-fold, compared to the initial conditions. The enzymes show optimal activity at 65 °C 

and pH 8.0 and were stable at 50 °C and in pH range of 7.0-10.5. An increasing in protease 

activity was observed in the presence of the substances methanol, isopropanol, ethanol, tween 

20, tween 80, DMSO and Triton X-100, revealing its potential application in detergent 

formulation. Additionally, the results obtained in the present investigation demonstrate the 

potential application of white dog hair for protease production and open new perspectives for 

its utilization in other biotechnological process.  

 

 

 

Key-words: proteolytic enzymes, central composite design, filamentous fungi, response 

surface methodology 
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5.1 Introduction 

 

 Proteases are enzymes that can hydrolyze peptide bonds in other proteins in a specific 

way. They represent one of the tree largest groups of industrial enzymes, constituting over 

60% of the global market for enzymes (ADRIO; DEMAIN, 2014). These enzymes are 

extensively applied in several sectors of industry and biotechnology, including their use in 

leather, detergent, pharmaceutical, cosmetics and food industries (LI et al., 2013; TAVANO, 

2013).  

 Sources of proteases include plants, animals, and microorganisms. However, the 

production of proteases from plant and animal sources is limited due to climatic reasons and 

ethical issues, respectively (JISHA et al., 2013). Several commercially available proteases are 

currently derived from Bacillus strains (SIALA et al., 2012). Nevertheless, the potential use of 

fungal proteases has been stablished in recent years. In fact, fungal enzymes are commonly 

used in industries due to various technical reasons, such as the feasibility of recovering high 

concentration of enzymes in the culture medium. In addition, fungal proteases offer a distinct 

benefit over bacterial enzymes in relation to easiness of downstream processing (LAXMAN 

et al., 2005, SIALA et al., 2012).  

 Microorganisms that show the ability of degrade insoluble keratin are designed as 

keratinolytic. They usually have high plasticity for growing in different ecological and 

environmental conditions, exhibiting a variety of keratinase degradation ability. The synthesis 

of extracellular proteases enables their assimilation of nutrients from keratin (SHARMA; 

CHOUDHARY, 2014). Keratinolytic proteases have broad substrate specificity. Thus, they are 

able to hydrolyze soluble proteins, such as casein, gelatin, and bovine serum albumin. 

Additionally, they can hydrolyze the insoluble proteins, including silk, feather and wool 

(DAROIT; BRANDELLI, 2014; EVANS et al., 2000). 

 The successful strategy to produce microbial enzymes can be achieved through 

microorganism selection, since there are a variety of enzymes produced by fungi. Other 

strategies include screenings using cheaper and alternative substrates and the improvement of 

fermentation process conditions (KNOB et al., 2014). According to Poddar et al. (2012), the 

reach of optimized fermentation conditions is of primary and great importance for the 

development of enzyme production process, due to their impact upon its economy and 

feasibility. In addition, Central Composite Design (CCRD) and Response Surface 

Methodology (RSM) are useful and robust techniques for process optimization, effectively 

employed to stablish the influence of multiple factors on the microbial proteases production 
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(BACH et al., 2012; DODDAPANENI et al., 2007; FAKHFAKH-ZOUARI et al., 2010).  

 A variety of specialized pet services has emerged in recent years, largely the result of a 

“pet parenting” attitude among owners. Only in Brazil, it is estimate that exists an average of 

106 million of pets. The pet shops are responsible for generate a high demand for disposal 

wastes that could be potentially infectious, including dog hair. When it was disposed 

improperly, dog hair could offer risks to other organisms. However, the appropriate disposal 

of this residue involves considerable costs (APHA, 2014; CFMV, 2013; EUROPEAN 

UNION, 2002). At the date, to the best of our knowledge, no report in the literature 

concerning dog hair use in biotechnological processes exists. 

 Since dog hair is a residue that dispend costs to their appropriate disposal and still 

cause environmental impacts so, the objective of this study was evaluate the feasibility of 

using white dog hair as a substrate for protease production by this fungal strain. Statistical 

approaches were adopted to determine the optimal values of the significant variables and 

investigate the combined effects of variables on alkaline protease production. In addition, the 

enzymes produced were biochemically characterized. 

 

5.2 Material and Methods 

 

5.2.1 Dog hair residue 

Dog hair was obtained from locally pet shops. The residue was collected from distinct 

animals and separated by color. For this purpose, only white hair was used. The residue was 

prepared by exhaustive washing with distilled water. The dog hair was then dried at 40 ºC for 

48-72 hours. 

 

5.2.2 Microorganism and culture conditions 

F. oxysporum was isolated from contaminated oil (diesel). The fungus was grown on 

Vogel’s solid medium (VOGEL, 1956) containing 1.5% (w/v) glucose and 1.5% (w/v) agar, at 

28 ºC, for 7 days for conidia production. Submerged fermentation was carried out in 125 mL 

flasks containing 25 mL of Vogel’s liquid medium (VOGEL, 1956), pH 6.5 and inoculated 

with 1.0 mL spore suspension (1.0 x 107 spores/mL). The cultures were incubated at different 

conditions as indicated subsequently. Following incubation, they were vacuum filtered and the 

filtrate was assayed for protease activity.  
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5.2.3 Enzymatic assay 

The alkaline proteolytic activity was determined according to Tremacoldi and 

Carmona (2005), with minor modifications. For this, 3 mL of appropriately diluted enzyme 

sample was incubated with 0.05 M tris–HCl buffer pH 9.0 and 3 mL of casein at 2% (w/v) in 

the same buffer, for 5 min at 37 °C. The reaction was stopped by 2 mL of 10% (w/v) 

trichloroacetic acid (TCA) addition, followed by centrifugation at 3900 x g·for 20 min. The 

proteolytic activity was determined by the absorbance reading of the supernatant at 280 nm, 

against an appropriate blank. One unit of enzyme activity (U) was defined as the amount of 

enzyme catalyzing an increase of 0.1 in the absorbance at 280 nm, per mL of sample, during 1 

h. The enzyme assay was performed in triplicated and results are represented as mean values.  

 

5.2.4 Experimental design for alkaline protease production  

Response surface methodology (RSM) was employed in this investigation to 

optimize the submerged fermentation process for enhancing alkaline protease production by F. 

oxysporum. A factorial central composite rotary design (CCRD) was used to established the 

optimal points of the three factors: substrate concentration, cultivation time and pH of 

medium. For this purpose, an experiment with 18 runs, including 2³ factorial experiments with 

three factors and five levels including six axial points and three central points were conducted 

for fitting a second order model. 

The relationships between responses and variables were determinated with the 

statistical package (STATISTICA® 6.0). Table 1 presents the experimental designs employed 

for alkaline protease production using dog hair as substrate. This methodology specifically 

allows for the modeling of a second order equation that describes the process protease 

production was analyzed by linear multiple regression analysis through the least squares 

method to fit the following equation:  

 

where Y is the measured response; β0 is the intercept term;  β1, β2 and β3 are linear 

coefficients, β11, β22 and β33 are quadratic coefficients; β12, β13 and β23 are interaction 

coefficients and x1, x2 and x3 represent the independent variables: substrate concentration [S], 

cultivation time (T) and pH of medium (pH), respectively. The term ε represents the 

experimental error.   

The combination of different optimized variables, which yielded the maximum 

response, was experimentally validated by culturing F. oxysporum under optimized production 
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conditions, in triplicate. For this purpose, hair from different dogs were employed in process 

optimization. 

 

5.2.5 Scanning electron microscopy (SEM) images 

Samples of hair were subjected to SEM studies to determine the dog hair degradation 

by F. oxysporum, using scanning electron microscopy VEGA 3, TESCAN, with SE detector, 

tungsten heated cathode at 20KV of accelerate voltage and 10mm field of view. Samples 

treated and untreated were freeze-dried and metallized by depositing a layer of gold through 

the sputtering technique for the sample become conductive. 

 

5.2.6 Enzyme characterization 

5.2.6.1 Optimum temperature and pH 

 The optimum temperature was determined by measuring the activity at temperatures 

of 25 °C to 85 °C in intervals of 5 °C in Tris-HCl buffer pH 9.0. Optimum pH was determined 

using casein at 2% (w/v) as substrate, in McIlvaine (pH 7.0 - 7.5), Tris-HCl (pH 8.0 - 9.0), 

and glycine-NaOH (pH 9.5 – 10.5) buffers, at intervals of 0.5 units.  

 

5.2.6.2 Protease thermostability and pH stability 

The thermal stability was measured by incubating the crude filtrate for different 

periods, at temperatures of 50, 55 and 60 ºC. Following incubation, the enzyme solution was 

frozen and the remaining activity was determined. For pH stability assays, the culture filtrate 

was diluted (1:2 v/v) in McIlvaine (pH 7.0 - 7.5), Tris-HCl (pH 8.0 - 9.0), and glycine-NaOH 

(pH 9.5 – 10.5) buffers, at intervals of 0.5 units and incubated at 4 °C. After 24 hours, the 

residual alkaline protease activity was assayed under optimal conditions. 

 

5.2.6.3 Effect of metallic ions and other compounds 

 The effect of metallic ions, disodium ethylenediaminetetracetate (EDTA) and β-

mercaptoethanol was evaluate at 2 mM and 10 mM concentrations. In addition, the effect of 

methanol, ethanol, isopropanol, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 and dimethylsulfoxide 

(DMSO) on protease activity was determined at concentrations of 0.5% and 1%. The residual 

activities were measured in relation to the control by performing the enzyme activity assay 

under optimal conditions.  
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5.3 Results and Discussion 

 

5.3.1 Process optimization of alkaline protease production by F. oxysporum using RSM 

based on CCRD 

Among 73 fungal strains isolated from distinct habitats, a strain of Fusarium oxysporum 

attracted attention for producing high levels of proteases in the presence of dog hair. Initially, 

the dog hair colors black and white were evaluated. Previous results showed that the protease 

production is influenced by distinct factors, according to the dog hair color (data not shown). 

The levels of alkaline protease production obtained with white dog hair corresponded to 3.49 

U mL-1 (data not shown). Thus, the following studies were conducted using only this dog hair 

color.  

Some experiments were also previously done in order to determine the parameters that 

affect protease production by F. oxysporum, using the experimental knowledge of one variable 

at a time approach for taking the range of each variable. Dog hair concentration, pH of 

medium and cultivation time were stablished as the most influential parameters in this process 

(data not shown). The design matrix and the corresponding experimental data to determine the 

effects of three independent variables on alkaline protease production are show in Table 1. 

Table 2 presents the analysis of variance (ANOVA) for alkaline protease production. 

The ANOVA analysis indicated that the model can explain 90.63% variation response. F-

values implied that the models are significant (p<0.05). Thus, the high coefficient of 

determination (R2=0.9063) obtained for enzyme production suggests that the models are 

accuracy for explaining the protease production.  

RSM is an efficient and important technique to developing new microbial processes. 

This approach has been used as a tool for optimization enzyme production, including 

proteases. It was one of the most important criteria for establish the optimum conditions for a 

multivariable system (SHANKAR et al., 2013). A Bacillus megaterium strain exhibited high 

protease production levels (142.9 U mL-1) when the second-order quadric model with one-

step RSM for three factors were applied (SHANKAR et al., 2013). Other protease production 

process was developed by RSM, reaching maximum production of 12.45 U mg-1, by a 

Bacillus subtilis strain (PARIMALA et al., 2012). Similar great results was verified by Siala et 

al. (2012), when RSM was employed to optimize the medium composition and culture 
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condition for Aspergillu niger protease production, corresponding to 183.13 U mL-1. 

By applying a multiple regression, analysis to the experimental data the response of 

protease production by F. oxysporum could be carried out with the second order polynomial 

equation to establish predicted response. Taking into account only the significant terms was 

obtained the following equation: 

 

where PA is the protease activity, S is the substrate concentration, pH is the pH of the medium 

and T is the cultivation time. 

Fitted response-surface curves were plotted and are shown in Figure 1. The response 

curves to protease production reveal the most important factors and the interaction between 

them. Surface and regression coefficient analyses reveal that all the linear terms and quadratic 

variables for substrate concentration [S], incubation time [T] and pH of the medium [pH] 

were critical for protease production.  

The culture conditions that provided the best alkaline protease ranges were 5.0% 

substrate concentration, pH 6.0 and cultivation time of 6.5 days (run 10 in Table 1). Under 

optimum conditions, F. oxysporum produced a range of 51.84 U mL-1. In other study with a F. 

oxysporum strain, the highest production of 70.5 U g-1 was obtain after 72h of incubation, at 

35 ºC and pH 7,0, using rice bran as substrate (ALI; VIDHALE, 2013). Maximum protease 

production by Aspergillus flavus was reached after seven days, at pH 5.0, with 3% of wheat 

bran and 3% of KNO3 as nitrogen source (60 U mg-1 protein) (MUTHULAKSHMI et al., 

2011). In other study, Aspergillus fumigatus present maximal protease activity (273 U mL-1) 

after 36 h of incubation (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011).  

After optimization, a 14.85 fold increase in protease production (51.84 U mL-1) 

relative to the control medium (3.49 U mL-1) was obtained. Although many researchers have 

investigated the effects of process parameters on protease production, only few optimization 

studies have applied RSM analyses. Shankar et al. (2013) recently reported a 3.4-fold increase 

in protease production by B. megaterium, using a similar statistical approach. The A. niger 

protease production was improved 4.25-fold by optimizing the medium composition using 

RSM (SIALA et al., 2012). Parimala et al. (2012) optimized the alkaline protease production 

by B. subtilis, which was increased around 98%.  

The validation of the statistical results was conducted under optimized conditions in 

triplicate (run 19, Table 1). It may be noted that the experimental protease level achieved in 

validation (50.45 U mL-1) nearly reached the levels obtained with optimized conditions (51.84 

U mL-1), validating the model used. 
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F. oxysporum demonstrated be able to produce protease on efficient way using dog hair 

as sole carbon source. Similarly, the alternative residues fish meal and fish flour were 

employed as sole carbon source for alkaline proteases production by Bacillus pumilus and A. 

fumigatus, respectively (GUPTA et al., 2012; HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011).  

Other studies showed the ability of Bacillus species to produce proteases using wool straight 

off sheep as sole substrate (HASSAN et al., 2013). 

The high protease levels achieved in the present investigation shown that dog hair is a 

potential substrate for proteolytic enzyme production. This is the first report that suggests an 

alternative use for dog hair, an abundant waste. The use of dog hair can decrease protease 

production costs, as well avoid its incorrect deposition in the environment. 

 

5.3.2 Dog hair degradation by F. oxyporum 

The damage of dog hair degradation by F. oxysporum during enzyme production was 

stablished using SEM.  The not digest hair was used by control. It can be noted the dog hair 

cuticle degradation by F. oxysporum (Figure 2 D-F), when compared to undigested hair 

(Figure 2 A-C), which presents intact keratin fibers.  

Many studies used SEM to evaluate hair, wool and leather degradation by proteolytic 

microorganisms. It has proven to be an efficient technique to determine the damage caused by 

microbial proteases and to demonstrate how fungal hyphes stablish the hair degradation to 

obtain nutrients (ABRAHAM et al., 2014; CAVELLO et al., 2013; CHAYA et al., 2014; 

SENTHILVELAN et al., 2012).  

 

5.3.3 Enzyme characterization 

For industrial application, enzymes need show stability in high temperatures and 

determined pH values, according to the industrial application. For this reason, thermal and pH 

stabilities were investigated. 

The optimum temperature of protease activity from F. oxysporum was 65 °C (Figure 

3A). Conversely, the proteases obtained from A. flavus (MUTHULAKSHMI et al., 2011), 

Aspergillus parasiticus (ANITHA; PALANIVELU, 2013), Beauveria sp. (SHANKAR et al., 

2011), Botrytis cinerea (ABIDI et al., 2011) and Fusarium sp. (UEDA et al., 2007) were 

active at 50 °C, while proteases from B. amyloliquefaciens and B. subtilis exhibited optimum 

temperature at 60 ºC (HASSAN et al., 2013). 
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The F. oxysporum proteases were stable at 50 °C, showing a half-life (T1/2) of 65 

minutes (Figure 3C). In a similar way, other proteases presented better stability at 50 °C 

(ABIDI et al., 2011; ANITHA; PALANIVELU, 2013; SHANKAR et al., 2011). 

The F. oxysporum protease showed maximum activity at pH 8.0 (Figure 3B). 

However, it was stable in the pH range 7.0 and 8.0 to 10.0 (Figure 3D). Usually, alkaline 

proteolytic enzymes exhibit optimal activity in a pH range of 7.0 to 10.0 (ABIDI et al., 2011; 

ANITHA; PALANIVELU, 2013; GEORGE et al., 2014; HASSAN et al., 2013; 

HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; MUTHULAKSHMI et al., 2011; SHANKAR et al., 

2011; UEDA et al., 2007).  

Like F. oxysporum proteases, some proteolytic enzymes showed stability in alkaline 

pH values, such as those from A. fumigatus (6.0-11.0) (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 

2011) and Vibrio metschnikovii (7.0-11.0) (GEORGE et al., 2014). Therefore, other ones 

exhibited stability in a broad pH range, including those from Beauveria sp. (3.0-11.0) 

(SHANKAR et al., 2011), B. cinerea (4.0-11.0) (ABIDI et al., 2011) and Fusarium sp. (2.5-

11.5) (UEDA et al., 2007). These results suggest that F. oxysporum protease can be applied in 

industrial process that demand high temperatures and stability from neutral to alkaline pH 

values. 

To verify the effect of substances on protease activity, the crude filtrate was 

incubated with several metallic ions, solvents and others substances (Table 3). The metallic 

ions Cu2+, Zn2+, Hg2+ and Pb3+ totally inhibited the enzyme activity. Conversely, some 

metallic ions enhanced F. oxysporum protease activity,  like Ca2+, Mg2+, Mn2+, Cu2+, Zn2+ and 

Ba2+ (ABIDI et al., 2011; ANITHA; PALANIVELU, 2013; HASSAN et al., 2013; 

MUTHULAKSHMI et al., 2011). The ions Hg2+, Mn 2+ may not have any influence of some 

microbial proteases (ABIDI et al., 2011), whereas Hg2+, Mn2+, Cu2+, Zn2+ Ca2+, Mg2+ were 

considerably inhibitors of many alkaline proteases (ABIDI et al., 2011; ANITHA; 

PALANIVELU, 2013; MUTHULAKSHMI et al., 2011; SHANKAR et al., 2011). 

A stimulatory effect on F. oxysporum proteases was observed in presence of some 

substances. The levels of protease activity were significantly higher in the presence of 

ethanol, isopropanol, Tween 80 and Tween 20, corresponded to 295.60%, 186.79%, 198.11% 

and 150.94%, respectively. Likewise, proteases from Bacillus sp. showed high activity in 

presence of Triton X-100 (HASSAN et al., 2013). The Purpureocillium lilacinum protease 

produced with the use of human hair was stable in the presence of DMSO, methanol, 

isopropanol, Triton X-100 and Tween 85 (CAVELLO et al., 2013). In opposite way, the 

alkaline protease from B. cinerea was inhibited by isopropanol, ethanol, methanol and DMSO 
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(ABIDI et al., 2011). 

 

5.4. Concluding remarks  

 
The results showed that white dog hair is suitable substrate for protease production 

by F. oxysporum in submerged processes. The tools RSM and CCRD were effective in 

establishing the optimum conditions for the alkaline protease production by F. oxysporum. 

After optimization, a remarkable 14.85 fold increase in enzyme production was obtained. The 

biochemical properties showed by F. oxysporum proteases including pH and thermal 

stabilities and increased activity in a presence of many substances revels their potential for 

use in detergent formulation. The use of dog hair residue as alternative substrate for protease 

production cannot only add value and decrease of amount of this residue, but also reduce 

protease production cost. 
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Table 1. Experimental design used in RSM studies using three independent variables real (encoded values) of 
protease production by F. oxysporum. 

Real values (encoded) 
Run Dog hair concentration 

(%) 
Time (days) pH Alkaline protease 

activity (U mL-1) 
1 1.8 (-1) 4.4 (-1) 4.2 (-1) 19.84 ± 0.50 
2 4.2 (1) 4.4 (-1) 4.2 (-1) 28.56 ± 0.63 
3 1.8 (-1) 8.6 (1) 4.2 (-1) 24.48 ± 0.48 
4 4.2 (1) 8.6 (1) 4.2 (-1) 45.12 ± 0.48 
5 1.8 (-1) 4.4 (-1) 7.8 (1) 12.64 ± 0.30 
6 4.2 (1) 4.4 (-1) 7.8 (1) 16.36 ± 0.69 
7 1.8 (-1) 8.6 (1) 7.8 (1) 12.92 ± 0.14 
8 4.2 (1) 8.6 (1) 7.8 (1) 23.36 ± 0.28 
9 1.0 (-1.68) 6.5 (0) 6.0 (0) 13.16 ± 0.25 
10 5.0 (1.68) 6.5 (0) 6.0 (0) 51.84 ± 1.27 
11 3.0 (0) 3.0 (-1.68) 6.0 (0) 24.88 ± 0.30 
12 3.0 (0) 10.0 (1.68) 6.0 (0) 34.8 ± 0.42 
13 3.0 (0) 6.5 (0) 3.0 (-1.68) 22.32 ± 0.48 
14 3.0 (0) 6.5 (0) 9.0 (1.68) 9.28 ± 0.18 
15 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 25.52 ± 0.50 
16 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 25.44 ± 0.24 
17 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 23.52 ± 0.87 
18 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 24.64 ± 1.00 

19* 5.0 (1.68) 6.5 (0) 6.0 (0) 50.45 ± 2.96 
      * Values refer to validation of the model. 
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Table 2. ANOVA for the regression model and the estimated regression coefficient with corresponding p values 
representing alkaline protease activity. 

Protease production 

Terms SQ MQ DF F 
F 

tab 
F/Ftab 

M 5522.36 613,60 9 47,30 2,10 22,525 
RE 570.75 12,97 44 - - - 
T 6093.11  53    
R² 90.63      

Terms Coeficients p-value 

Mean/Intercept 24.93 ± 1.04 0.000 
[S] 7.95 ± 0.56 0.000 
[S]2 2.03 ± 0.58 0.001 
pH  -5.47 ± 0.56 0.000 
pH2  -3.87 ± 0.58 0.000 
Temp 3.31 ± 0.56 0.000 
Temp2 1.09 ± 0.58 0.068 
[S] x pH -1.90 ± 0.73 0.013 
[S] x Temp 2.33 ± 0.73 0.003 
pH x Temp -1.74 ± 0,73 0.022 

M: model; RE: Residue; T: Total, SQ: sum of squares; MQ: means of squares; DF: degree of freedom; F: 
Calculated F; F tab: Tabulated F; [S]: substrate concentration; T: cultivation time; pH: pH medium; Temp: 
Temperature. Values in bold are statistically significant. 
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Table 3. Effect of different substances on proteolytic activity of F. oxysporum. 
 Relative activity 
 Final concentration 

Substance 2 mM 10 mM 
Control 100.00 ± 3.67 100.00 ± 0.94 
CuSO4 66.86 ± 3.62 00.00 ± 0.00 
ZnSO4 67.44 ± 4.04 00.00 ± 0.00 
MnSO4 62.82 ± 2.51 32.45 ± 0.80 
BaCl2 59.58 ± 1.25 43.30 ± 0.69 
CaCl2 83.14 ± 2.96 49.19 ± 1.80 
NH4Cl 69.52 ± 2.03 14.09 ± 1.06 
NaCl 72.29 ± 0.87 17.21 ± 0.53 
MgSO4 88.45 ± 2.03 19.98 ± 0.53 
Sodium citrate 45.73 ± 0.60 42.49 ± 2.65 
MnCl2 33.14 ± 1.97 22.63 ± 1.74 
HgCl2 35.80 ± 4.60 00.00 ± 0.00 
Pb(CH3COO)2 45.61 ± 2.69 00.00 ± 0.00 
EDTA 42.73 ± 2.03 35.33 ±0.35 
β-mercaptoethanol 64.09 ± 0.87 53.12 ± 3.28 
 Final concentration 
Substance 0,5% 1% 
Methanol 99.37 ± 5.20 117.77 ± 2.60 
Ethanol 198.43 ± 8.13 295.60 ± 7.86 
Isopropanol 178.93 ± 7.68   186.79 ± 11.59 
Tween 20 110.85 ± 4.09 150.94 ± 9.10 
Tween 80 107.08 ± 5.72   198.11 ± 11.61 
Triton X-100 84.43 ± 4.09 108.81 ± 2.60 
DMSO 115.41 ± 4.53 108.18 ± 1.66 

                      EDTA: disodium ethylenediaminetetracetate, DMSO: dimethylsulfoxide. 
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Figure 1. Fitted response-surface contour plots for enzymatic activity as a function of cultivation time and 
substrate concentration (A), medium pH and substrate concentration (B) and medium pH and cultivation time 
(C) on alkaline protease production by F. oxysporum using white dog hair as substrate. 
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      A                                                       D 

  

                    B                                                      E 

  

                   C                                                        F 

  

Figure 2. Scanning electron microscopy of dog hair. Figures A, B and C shows control hair, which was not 
applied treatment and Figures D, E and F presents degraded hair fibers by F. oxysporum on submerged 
cultivation after 6.5 days. 
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Figure 3. Influence of temperature (A) and pH (B) on alkaline protease activity. Plates C and D represent 
thermal and pH stability of this enzyme. 
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6. CAPÍTULO III 

 

Optimization of alkaline protease production by Fusarium oxysporum on dog hair using 

statistical experimental design 

 

 

Prolo, T.1, Izidoro, S.C.1; Lima, V.A.2, Knob, A.1*.  

 

 

Abstract 
 

Interest in proteolytic enzymes has been increasing, with a growing realization of their 

potential usefulness in biotechnology, including leather, food and textile industries, 

bioremediation processes and medical diagnoses. In recent years, several investigations have 

focused on ways of producing microbial proteases using inexpensive media. The objective of 

this work was to produce protease by a Fusarium oxysporum strain, using black dog hair as 

sole substrate. In addition, the enzymes produced were biochemically characterized, in order 

to infer possible biotechnological applications. The effects of pH of medium, cultivation time 

and black dog hair concentration on protease production were evaluated using a Central 

Composite Rotational Design (CCRD) combined with Response Surface Methodology 

(RSM). The better cultivation conditions stablished were 8.6 days of cultivation, pH 4.2 and 

4.2 % substrate concentration. After optimized cultivation conditions, the protease production 

were increased 7.19 fold, compared to the initial conditions. The enzyme showed optimal 

activity at 65 °C and pH 8.5 and was at 55 °C and in pH range of 7.0-10.5. An increasing in 

protease activity was observed in the presence of Zn2+ and was stable in the presence of Mg2+. 

The enzymatic properties of this protease suggest its suitable application in leather processing. 

This study, therefore, presents black dog hair, a cheap cost and widely available residue, as an 

attractive substrate for the production of microbial proteases, in an industrial point of view.  

 

 

Key-words: proteolytic enzymes, central composite design, filamentous fungi, response 

surface methodology. 
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6.1 Introduction 

 

Protease is one of the most important commercial enzymes, representing, 

approximately, 60% of total commercially enzymes in all world. They are very specify and 

have a broad applicability on industrial process, including cheese-making, dehairing, baking, 

brewing and pharmaceutical industries (GEORGE-OKAFOR; ODIBO, 2011; UPADHYAY et 

al., 2010). 

In recent years, the market for enzymes is increasing. The application of enzymes in 

industrial process can contribute for a decline production cost. In addition, its use may result 

in achievement of more efficient and cost-effective processes (LI, et al., 2013; TAVANO, 

2013).  

Proteases could be obtained from many sources, such as microorganisms, plants and 

animals. Microorganisms are often the preferred protease production systems, because they 

can be artificially cultured in large quantities in a relatively short time by established 

fermentations methods (MIENDA et al., 2014). However, the production of most microbial 

proteases involves the use of expensive refined substrates, which tend to increase the 

production cost (GEORGE-OKAFOR; MIKE-ANOSIKE, 2012). Therefore, it has become 

necessary to consider alternative substrates for microbial protease production. In this context, 

the utilization of residues is particularly interesting, which not only serve as cost-effective 

substrates, but also offer environmental advantages (ABIDI et al., 2011; JEGANNATHAN; 

NIELSEN, 2013; KNOB et al., 2014).  

It is estimated that the number of the pets in Brazil is about 106 million, which 

generate a huge demand of care. Many animals need dehearing services offered by pet shops, 

in order to maintain their health and neatness. These establishments are responsible for 

generate a high quantities of dog hair residue, that could be potentially infectious. Like many 

other residues, dog hair has no commercial value and its deposition on a large-scale can 

results in a serious environmental problem, offering risks to other organisms. Additionally, the 

appropriate destination for this residue generally imply significantly costs (APHA, 2014; 

CFMV, 2013; EUROPEAN UNION, 2002).  

The investigation of low cost substrates easily available such as dog hair residue 

became a necessity opening new avenues for their effective utilization. In this way, in the 

present study, we explored the optimum fungal growth conditions for the alkaline protease 

production by Fusarium oxysporum, using black dog hair as substrate. In addition, we further 

characterized the proteases that were produced, in order to infer potential biotechnological 
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applications of these enzymes.   

 

6.2 Material and Methods 

 

6.2.1 Residue material 

Dog hair was obtained from locally pet shop. The residue was collected from distinct 

animals and separated by color. For this purpose, only black hair was used. It was prepared by 

exhaustive washing with distilled water and drying at 40 ºC, for 48-72 hours. 

 

6.2.2 Microorganism and culture conditions 

 F. oxysporum was isolated from contaminated oil (diesel). The fungus was grown on 

Vogel’s solid medium (VOGEL, 1956) containing 1.5% (m/v) glucose and 1.5% (m/v) agar, at 

28 ºC, for 7 days for conidia production. Submerged fermentation was carried out in 125 mL 

flasks containing 25 mL of Vogel’s liquid medium (VOGEL, 1956), pH 6.5 and inoculated 

with 1.0 mL spore suspension (1.0 x 107 spores/mL). The cultures were incubated at different 

conditions according to the experimental design. Following incubation, they were vacuum 

filtered and the crude extract was assayed for protease activity.  

 

6.2.3 Enzymatic assay 

The alkaline proteolytic activity was determined according to Tremacoldi and 

Carmona (2005), with minor modifications. For this, 3 mL of appropriately diluted crude 

extract was incubated with 3 mL of casein at 2% (w/v) in the Tris-HCl buffer pH 9.0, for 5 

min at 37 °C. The reaction was stopped by 2 mL of 10 % (w/v) trichloroacetic acid (TCA) 

addition, followed by centrifugation at 4000 x g for 20 min. The proteolytic activity was 

determined by the absorbance reading of the supernatant at 280 nm, against an appropriate 

blank. One unit of enzyme activity (U) was defined as the amount of enzyme catalyzing an 

increase of 0.1 in the absorbance at 280 nm, per mL of sample, during 1 h. The enzyme assay 

was performed in triplicated and results are represented as mean values.  

 

6.2.4 Optimization of alkaline protease production  

In this study, a central composite rotatable design was employed to determine the 

effect of independent variables on response and to optimize the protease production. For this 
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purpose, 18 runs of experiment were formed with six axial points at central points, three 

replications at the axial points for fitting a second order model. All the statistical and 

mathematical analyses of the results was done to evaluate the effects of variables and their 

interactions. The dimensional surface plots were drawn to shown of independent variables on 

response and a quadratic polynomial equation was proposed to describe the mathematical 

relationships between the independent variables and the response.  

Table 1 presents the experimental design employed for alkaline protease production 

using black dog hair as substrate. This methodology specifically allows the modeling of a 

second order equation that describes the protease production process. The results were 

analyzed by linear multiple regression analysis through the least squares method to fit the 

following equation:  

 

where Y is the measured response; β0 is the intercept term;  β1, β2 and β3 are linear 

coefficients, β11, β22 and β33 are quadratic coefficients; β12, β13 and β23 are interaction 

coefficients and x1, x2 and x3 represent the independent variables: substrate concentration [S], 

cultivation time (T) and pH of medium (pH), respectively. The term ε represents the 

experimental error.   

The combination of different optimized variables, which yielded the maximum 

response, was experimentally validated by culturing F. oxysporum under optimized production 

conditions, in triplicate. For this purpose, dog hair from other animals than those employed in 

process optimization were used. 

 

6.2.5. Scanning electron microscopy (SEM) images 

In order to characterize the degradation of hair wast by F. oxysporum, samples of hair 

were subjected to SEM studies, using scanning electron microscopy VEGA 3, TESCAN, with 

SE detector, tungsten heated cathode at 20KV of accelerate voltage and 10mm field of view. 

Samples treated and untreated were freeze-dried and metallized by depositing a layer of gold 

through the sputtering technique for the sample become conductive. 

 

6.2.6. Dog hair caracterization using fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 

 

The fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyses were carried out on 

Frontier spectrophotometer (Perkin Elmer®). FTIR spectra were recorded in the wavenumber 
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range between 4000 and 400 cm−1, averaging 32 scans per sample using a nominal resolution 

of 2 cm−1 employing background spectrum of gold. A set of four samples were prepared, using 

95 mg of KBr and 5 mg (5% - m/m) of each dog hair sample. Each sample was read in 

spectrophotometer in duplicate.  

 

6.2.7 Enzyme characterization 

 

6.2.7.1 Optimum temperature and pH 

 The optimum temperature was determined by measuring the activity at temperatures 

of 25 °C to 85 °C, at intervals of 5 °C, at pH 9.0. Optimum pH was determined using casein 

2% (w/v) as substrate, in McIlvaine buffer (pH 7.0 - 7.5), Tris-HCl buffer (pH 8.0 - 9.0), and 

glycine-NaOH buffer (pH 9.5 – 10.5), at intervals of 0.5 units.  

 

6.2.7.2 Protease thermostability and pH stability 

The thermal stability was measured by incubating the crude filtrate for different 

periods, at 50 ºC, 55 ºC and 60 ºC. Following incubation, the enzyme solution was frozen and 

the remaining activity was determined. For pH stability assays, the culture filtrate was diluted 

(1:2 v/v) in McIlvaine (pH 7.0 - 7.5), Tris-HCl (pH 8.0 - 9.0), and glycine-NaOH (pH 9.5 - 

10.5) buffers, at intervals of 0.5 units, and incubated at 4 °C. After 24 h, the residual alkaline 

protease activity was determined. 

 

6.2.7.3 Effect of metallic ions and other compounds on protease activity 

 The effect of metallic ions, disodium ethylenediaminetetracetate (EDTA) and β-

mercaptoethanol was evaluate at 2 mM and 10 mM concentrations. In addition, the effect of 

methanol, ethanol, isopropanol, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 and dimethylsulfoxide 

(DMSO) on protease activity was measured at concentrations of 0.5% and 1%. The residual 

activities were determined in relation to the control by performing the enzyme activity assay, 

under optimal conditions. 

 

6.3 Results and Discussion 

 

6.3.1 Optimization of F. oxysporum protease production using response surface 
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methodology 

Among 73 strains, a particular specie of F. oxysporum that was isolated from 

contaminated oil (diesel), have attracted attention for alkaline protease production using dog 

hair as sole culture substrate. In this way, two different colors of dog hair were tested, white 

and black (data not shown). Previous results showed that the protease production is influenced 

by distinct factors, according to the dog hair color. In addition, the highest protease levels 

were observed with the use of black dog hair, corresponding to 10.13 U mL-1. 

Cavello et al. (2013) reported that a Purpureocillium lilacinum strain was able to 

produce alkaline proteases, using human hair as sole substrate. However, no report in the 

literature regarding the protease production by microorganisms using dog hair as substrate 

exists. Nevertheless, microbial proteases have been produced using other residues, including 

pig hair (VÁZQUEZ et al., 2008), wool straight off sheep (HASSAN et al., 2013), feather 

meal (DAROIT et al., 2011; SHANKAR et al., 2013), fish meal (GUPTA et al., 2012) and fish 

flour (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011).  

Some experiments were also conducted previously in order to determine the parameters 

that affect protease production by F. oxysporum, using the experimental knowledge of one 

variable at a time approach for taking the range of each variable. Dog hair concentration, pH 

of medium and cultivation time were identified as the most influential process parameters in 

this process (data not shown). Therefore, the effect of these three variables on enzyme 

production was evaluated using central composite design (CCRD) combined with response 

surface methodology (RSM). In Table 1 are shown the experimental design used in RSM and 

results that were obtained.  

The models parameters were analyzed by ANOVA for alkaline protease production 

(Table 2). F-values implied that the models are significant (p<0.05). High coefficient of 

determination was obtained for alkaline protease production, corresponding to 0.8957. The 

ANOVA analysis of the optimization study indicated that the model could explain 89.57 % 

variation response. It suggests that the models are accuracy for explaining protease 

production.  

The overall second-order polynomial equation describes the relationships between the 

variables and protease production, in terms of codes values:  

 

where PA is the protease activity, S is the substrate concentration, pH is the pH of the medium 

and T is the cultivation time. 
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The response curves to protease production show the most important factors and the 

interaction between them. Surface and regression coefficient analyses reveal that all the linear 

terms and quadratic variables for substrate concentration [S], incubation time [T], pH of the 

medium [pH] were critical for alkaline protease production by F. oxysporum. As shown in 

Figure 1 (A, B and C) the increase in pH of medium resulted in low protease yield. An 

improvement in the protease activity was observed with increase in substrate concentration 

and cultivation time. 

Under optimum conditions, F. oxysporum produced high levels of alkaline protease, 

corresponding to 72.8 U mL-1. The best culture conditions stablished were 4.2% substrate 

concentration, pH 4.2 and cultivation time of 8.6 days (run 4 in Table 1). After optimization, a 

7.19 fold increase in protease production (72.8 U mL-1) relative to the control medium (10.13 

U mL-1) was obtained. Even though the effects on protease production of process parameters 

was extensively investigated, just a few optimization studies have applied RSM analyses. 

Other F. oxysporum strain showed high protease levels (70.5 U g-1) after 72 h of 

incubation, at 35 ºC and pH medium 7.0, with rice bran as solid-medium substrate (ALI; 

VIDHALE, 2013). Parimala et al. (2012), with the use of CCRD statistical approach, reached 

an optimum protease production of 12.45 U mL-1 by Bacillus subtilis, after 24 h of incubation, 

pH medium 7.0 and 2.09% of substrate concentration. Thus, with the optimization, the 

alkaline protease production was improved at 98%. A 3.4-fold increase in the protease 

production by Bacillus megaterium was obtained when the statistical tool CCRD was used 

(SHANKAR et al., 2013). Hassan et al. (2013) obtained a high protease production by 

Bacillus amyloliquefaciens (922 U mL-1) and by B. subtilis (814 U mL-1), when these strains 

were cultivated in the presence of 1 % wool straight off sheep as sole carbon source, pH 

medium 7.0, after 5 days of incubation. 

The validation of the statistical results was conducted under optimized conditions in 

triplicate (run 19, Table 1). The results show that the experimental protease level achieved in 

validation (65.65 U mL-1) agrees with the proteases levels of 72.8 U mL-1 reached in 

optimization process, validating the model used. 

The high levels proteases achieved in the present investigation suggest that F. 

oxysporum is a promising strain for protease production by submerged fermentation, using as 

carbon source a low-cost and unexplored residue. 
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6.3.2 SEM of dog hair degradation by F. oxysporum 

The scanning electron microscope images (SEM) of dog hair were shown on Figure 2. 

The damage caused on the hair were cleaner appear. It can be noted the superficial damage on 

digested hair cuticle (Figure 2D, E, F) when compared to the undigested hair (Figure 2A, B, 

C). On Figure 2D can be observed F. oxysporum hyphes and the cortex hair completed 

exposed. 

Many studies have been used SEM to determine the damage caused by 

microorganism’s proteases on hair, wool and leather. It have been considered an efficient 

method to determine hair degradation (ABRAHAM et al., 2014; CAVELLO et al., 2013; 

CHAYA et al., 2014; SENTHILVELAN et al., 2012). 

 

6.3.3 Dog hair caracterization by FTIR analyses  

The FTIR analyses reveled peaks and bands characteristics of organic functional groups 

present in proteins and triglycerides (Figure 3). Research studies involving the dog hair 

composition analysis are rare in the literature. Wertz and Downing (1989) evaluated the dog 

hair composition and determined that it consists of methyl eicosanoic acid (18-MEA), 

palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1) and cholesterol. 

The composition of dog hair keratin from Canis lupus familiaris was also previously 

reported in the literature. This protein is predominantly composed of glycine (20.66%), serine 

(10.16%) and leucine (8.20%) (WERTZ; DOWNING, 1989). In addition, the other 17 amino 

acids standard found in proteins were also described (NCBI - National Center for 

Biotechnology Information, accession number XM_003433501).  

 

6.3.4 Enzyme characterization 

The alkaline protease from F. oxysporum showed optimum activity at 55 °C and 65 

°C. This result suggests the presence of different isoforms in F oxysporum crude extract 

(Figure 4A). Similar optimal temperatures have been reported for other microorganisms 

including Vibrio metschnikovii (GEORGE et al., 2014), Aspergillus fumigatus 

(HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011), B. amyloliquefaciens and B. subtilis (HASSAN et 

al., 2013).  

The F. oxysporum protease exhibited high stability at 55 °C, showing a half-life (T1/2) 

of 150 minutes. At 60 °C, its half-life (T1/2) was around 65 minutes (Figure 4C). This enzyme 

is more thermostable than many fungal proteases, including those from Botrytis cinerea, 
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Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus, Beauveria sp. (ABIDI et al., 2011; ANITHA; 

PALANIVELU, 2013; MUTHULAKSHMI et al., 2011; SHANKAR et al., 2011).  

This study showed that the best pH for protease activity was 8.5 (Figure 4B). Many 

studies reported a broad optimum pH range for microbial proteases. Among several alkaline 

proteases, the optimum pH varies to 8.0 to 10.0 (ABIDI et al., 2011; GEORGE et al., 2014; 

HASSAN et al., 2013; SHANKAR et al., 2011; UEDA et al., 2007).  

The F. oxysporum protease was founded to be stable over pH range of 7.0 to 9.0 

(Figure 4D). Likewise, the proteases from A. fumigatus and V. metschnikovii were stable at 

pH 6.0-11.0 and 7.0-11.0, respectively (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; GEORGE 

et al., 2014). Conversely, other microbial proteases showed pH stability in a wide pH range, 

such those from Beauveria sp. (3.0-11.0) (SHANKAR et al., 2011), B. cinerea (4.0-11.0) 

(ABIDI et al., 2011) and Fusarium sp. (2.5-11.5) (UEDA et al., 2007).  

According to Maghsoodi et al. (2013), proteases with optimal activity at high 

temperatures and high activity and stable at high alkaline ranges are interesting for 

bioengineering and biotechnological applications. The biochemical properties showed by F. 

oxysporum proteases reveals their potential use in leather processing. 

The effect of substances and several metallic ions on protease activity was investigated 

(Table 4). Stimulatory effect on protease activity was observed in the presence of Zn2+ 

(131.52%). However, the enzyme activity was totally inhibited by Pb3+ and Hg2+ at 10mM 

concentration. According to Daroit et al. (2011), the effect of different substances on 

proteases is usually highly variable, depending on their nature and concentration.  

Similar to our results, the ion Zn2+ showed to be an activator of proteases from A. 

flavus (MUTHULAKSHMI et al., 2011) and B. cinerea (ABIDI et al., 2011). However, this 

ion inhibited some previously reported metalloproteases, such as A. parasiticus enzymes 

(ANITHA; PALANIVELU, 2013). Furthermore, it has been observed that some metallic ions 

are inhibitors of other microbial proteases, like Hg2+, Mn2+, Ca2+, Mg2+, Cu2+ (ABIDI et al., 

2011; MUTHULAKSHMI et al., 2011; SHANKAR et al., 2011). On the other hand, some 

others metallic ions could enhance the protease activity, including Ba2+, Cu2+, Zn2+, Ca2+, 

Mg2+ and Mn2+ (ABIDI et al., 2011; ANITHA; PALANIVELU, 2013; HASSAN et al., 2013; 

MUTHULAKSHMI et al., 2011). In addition, the ions Hg2+ and Mn2+ not show effect on B. 

cineria proteases (ABIDI et al., 2011).  

F. oxysporum alkaline protease activity was inhibited in presence of all solvents 

evaluated. Similar results were founded in other studies that showed protease inhibition by 

EDTA, (HASSAN et al., 2013), isopropanol, ethanol, methanol (ABIDI et al., 2011) and SDS 
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(DAROIT et al., 2011). In opposite away, a protease produced by P. lilacinum exhibited 

stability in the presence of methanol, isopropanol, Triton X-100 and Tween 85 (CAVELLO et 

al., 2013). 

 

 

6.4 Concluding remarks 

This study reveals the potential of black dog hair as an attractive and promising substrate 

for alkaline proteases production by F. oxysporum. The statistical tools RSM and CCRD were 

effective in establishing the optimum conditions for the protease production, resulting in a 

7.19-fold increase in enzyme activity. The biochemical properties showed by F. oxysporum 

proteases reveals their potential use in leather processing. The use of black dog hair in this 

bioprocess can not only add value and decrease of amount of this residue, but also reduce 

protease production cost. In addition, it could open new avenues for the bioconversion of this 

residue into other value added products.  
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Table  1. Experimental conditions and results of the statistical experimental design for protease production by F. 

oxysporum. 
Real values (encoded) 

Run Dog hair concentration 
(%) 

Time (days) pH Alkaline protease 
activity (U mL-1) 

1 1.8 (-1) 4.4 (-1) 4.2 (-1) 10.8 ± 0.21 
2 4.2 (1) 4.4 (-1) 4.2 (-1) 44.88 ± 1.46 
3 1.8 (-1) 8.6 (1) 4.2 (-1) 43.6 ± 0.50 
4 4.2 (1) 8.6 (1) 4.2 (-1) 72.8 ± 3.12 
5 1.8 (-1) 4.4 (-1) 7.8 (1) 10.84 ± 0.39 
6 4.2 (1) 4.4 (-1) 7.8 (1) 15.36 ± 0.67 
7 1.8 (-1) 8.6 (1) 7.8 (1) 13.04 ± 0.14 
8 4.2 (1) 8.6 (1) 7.8 (1) 6.76 ± 0.28 
9 1.0 (-1.68) 6.5 (0) 6.0 (0) 13.77± 0.58 
10 5.0 (1.68) 6.5 (0) 6.0 (0) 24.96 ± 0.24 
11 3.0 (0) 3.0 (-1.68) 6.0 (0) 12.0 ± 0.32 
12 3.0 (0) 10.0 (1.68) 6.0 (0) 13.88 ± 0.25 
13 3.0 (0) 6.5 (0) 3.0 (-1.68) 44.16 ± 0.72 
14 3.0 (0) 6.5 (0) 9.0 (1.68) 9.84 ± 0.24 
15 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 29.12 ± 0.37 
16 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 24.52 ± 0.76 
17 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 29.76 ± 1.05 
18 3.0 (0) 6.5 (0) 6.0 (0) 27.28 ± 0.37 

19* 4.2 (1) 8.6 (1) 4.2 (-1) 65.65 ± 3.39 
* Values refer to validation of the model. 
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Table  2. ANOVA for the model regression and estimated regression coefficient values for protease production 
by F. oxysporum. 

Protease production 

Terms SQ MQ DF F 
F 

tab 
F/Ftab 

M 13618.18 1513.13 9 42.00 2.10 20.00 
RE 1585.00 36.02 44    
T 15203.18  53    
R² 89.57      

Terms Coeficients p-value 

Mean/Intercept 27.28 ± 1.73 0.000 
[S] 5.88 ± 1.94 0.000 
[S]2 -1.21 ± 0.97 0.221 
pH  -13.46 ± 0.94 0.000 
pH2  1.49 ± 0.97 0.134 
Temp 4.21± 0.94 0.000 
Temp2 -3.48± 0.97 0.001 
[S] x pH -8.13 ± 1.22 0.000 
[S] x Temp -1.96 1.22 0.117 
pH x Temp -8.39 ± 1.22 0.000 

M: model; RE: Residue; T: Total, SQ: sum of squares; MQ: means of squares; DF: degree of freedom; F: 
Calculated F; F tab: Tabulated F; [S]: substrate concentration; T: cultivation time; pH: pH medium; Temp: 
Temperature. Values in bold are statistically significant. 
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Table  3. Effect of different substances on proteolytic activity from F. oxysporum. 

 Relative activity 

 Final concentration 
Substance 2mM 10mM 

Control 100.00 ± 2.17 100.00 ± 2.17 
CuSO4 37.56 ± 2.37 29.27 ± 0.54 
ZnSO4 47.51 ± 0.89 131.52 ± 3.10 
MnSO4 40.76 ± 2.05 51.42 ± 1.44 
BaCl2 11.29 ± 0.39 49.64 ± 1.60 
CaCl2 57.70 ± 2.42 75.24 ± 2.50 
NH4Cl 51.30 ± 0.54 29.92 ± 0.37 
NaCl 88.86 ± 3.10 80.09 ± 1.75 
MgSO4 44.91 ± 1.44 104.38 ± 2.69 
Sodium citrate 92.18 ± 0.41 28.20 ± 1.96 
MnCl2 47.27 ± 1.78 22.75 ± 1.23 
HgCl2 93.36 ± 2.87 00.00 ± 0.00 
Pb(CH3COO)2 21.80 ± 0.74 00.00 ± 0.00 
 Final concentration 

Substance 0,5% 1% 
EDTA 29.15 ± 1.28 22.81 ±0.37 
β-mercaptoethanol 34.36 ± 1.85 49.17 ± 2.24 
Methanol 17.06 ± 0.62 46.56 ± 0.62 
Ethanol 15.64 ± 0.94 45.02 ± 1.03 
Isopropanol 25.83 ± 0.82 36.85 ± 3.35 
Tween 20 54.98 ± 1.60 33.41 ± 0.94 
Tween 80 80.57 ± 2.62 71.80 ± 2.33 
SDS 11.02 ± 0.62 6.34 ± 0.27 

                               EDTA: disodium ethylenediaminetetracetate, SDS: sodium dodecylsufate 
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Figure  1. Fitted response-surface contour plots of central composite design for alkaline protease production by 
F. oxysporum. Figures shows the interaction cultivation time and substrate concentration (A), medium pH and 
substrate concentration (B) and medium pH and cultivation time (C). 
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                 A                                                         D 

  

                 B                                                       E 

  

                C                                                        F 

  

Figure  2. Scanning electron microscopy of dog hair. Figures A, B and C shows control hair, that was untreated 
and Figures D, E and F presents hair that was treated by F. oxysporum on submerged cultivation from 8.6 days. It 
can be seen the colonization of fungal on hair surface. 
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Figure  3. Infrared spectra grouped by means of FTIR, samples of black dog hair. 
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Figure  4. Influence of temperature (A) and pH (B) on alkaline protease activity from F. oxysporum. Plates C 
and D represent thermal and pH stability of this enzyme. 
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7. Considerações finais 

 

Por meio dos estudos de bioprospecção de fungos isolados a partir de diferentes 

ambientes foi possível selecionar uma linhagem potencialmente produtora de proteases, capaz 

de produzir bons níveis de proteases alcalinas quando crescida em presença de pelo de 

cachorro. O DCCR e a MSR mostraram-se eficazes em estabelecer as condições ótimas para a 

produção dessas enzimas pelo fungo F. oxysporum, elevando-se consideravelmente os níveis 

de proteases produzidos. 

As enzimas produzidas em diferentes colorações de pelo apresentaram propriedades 

físico-químicas distintas, sugerindo a existência de diferentes isoformas que, por sua vez, 

apresentaram particularidades interessantes, podendo ser empregadas em diferentes processos 

industriais, como nas indústrias do processamento do couro e de detergentes. 

O presente estudo demonstra a viabilidade de utilização do pelo de cachorro como 

substrato alternativo para a produção de proteases microbianas. Por não apresentar valor 

comercial mas, ser um risco ao meio ambiente, o uso do pelo de cachorro nos processos de 

produção enzimática pode se tornar uma alternativa bastante promissora e interessante.  
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