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RESUMO

Proteases s&o enzimas que catalisam a quebra de proteinas, hidrolisando ligagBes
peptidicas. Grande parte das proteases sdo de origem vegetal e sdo do tipo cisteino-
proteases, como as papainas proveniente do mamao (Carica papaya) e as bromelinas do
abacaxi (Ananas comosus), que sao amplamente empregadas nos setores alimenticios.
Dentre as possiveis fontes vegetais de proteases, tem-se o gravata (Bromelia fastuosa), um
fruto presente na flora brasileira, da familia Bromeliaceae. Entretanto, a aplicabilidade das
proteases presentes no gravata é ainda pouco explorada devido, principalmente, aos poucos
estudos sobre essas enzimas, além da auséncia de trabalhos relacionados a sua
imobilizacdo, o que caracteriza uma lacuna sobre o potencial de aplicacbes desses
catalisadores tanto livres, quanto imobilizados. Além disso, a fim de garantir uma maior
viabilidade aos processos catalisados por essas enzimas, imobilizar o biocatalisador em um
suporte solido torna-se uma boa alternativa. A imobilizacdo tem como outros objetivos,
melhorar a estabilidade da enzima ao processo e sua facil separacdo do meio reacional para
0 seu reuso por mais ciclos de producao, gerando assim economia no processo. Com isso,
apo6s o estudo do extrato proveniente da Bromelia fastuosa observou-se que o processo de
extracdo das proteases foi eficaz, e a caracterizagdo de suas proteases apresentou alta
estabilidade ao pH. Quanto a imobilizacdo das enzimas presentes no extrato, para os
suportes avaliados obteve-se 74% de rendimento de imobilizagdo com a agarose 6BCL
modificada com glutaraldeido, o que se mostrou acima do esperado quando comparado a
imobilizagcao de proteases de extratos vegetais que alcangaram 30% e proximo a rendimentos
de imobilizagdbes de proteases comerciais. Para o outro suporte, o poli(estireno-co-
divinilbenzeno) (Diaion HP-20), a imobilizagéo alcancou resultados inéditos de 89%, ja que
nao se possui estudos com este suporte para imobilizagcdo de proteases, destacando o
potencial desse estudo. Para ambas as imobilizagdes se observaram melhorias em seus
parametros o6timos de operacédo (pH e temperatura) e resultados interessantes de seus
parametros cinéticos. No entanto, destaca-se o Diaion®, uma vez que este suporte forneceu
resultados semelhantes a Agarose, que é bastante empregada para imobilizagdo de
proteases. O Diaion® ndo necessita de modificagdes para a imobilizagédo das proteases, além
de néo ser relatado nenhum estudo com este suporte para esse grupo de enzimas. Por fim,
as proteases do gravata, tanto no extrato enzimatico, quanto imobilizadas, se mostraram
promissoras na hidrélise de substratos proteicos como o soro do leite.

Palavras-chaves: proteases; Bromelia fastuosa; Diaion; Agarose; soro do leite.



Abstract

Proteases are enzymes that catalyze the breakdown of proteins by hydrolyzing peptide bonds.
Most proteases are of plant origin and are cysteine-proteases, such as papain from papaya
(Carica papaya) and bromelain from pineapple (Ananas comosus), which are widely used in
the food industry. Among the potential plant sources of proteases is gravata (Bromelia
fastuosa), a fruit native to the Brazilian flora and belonging to the Bromeliaceae family.
However, the applicability of the proteases present in gravata is still underexplored, primarily
due to the limited studies on these enzymes, as well as the lack of research on their
immobilization, which highlights a gap in understanding the potential applications of these
catalysts, both free and immobilized. Moreover, to ensure greater viability for the processes
catalyzed by these enzymes, immobilizing the biocatalyst on a solid support is a promising
alternative. Immobilization aims to enhance enzyme stability during the process and facilitate
its separation from the reaction medium for reuse in multiple production cycles, thus providing
economic benefits. The study of the extract from Bromelia fastuosa revealed that the
extraction process was effective, and the characterization of its proteases showed high
stability at different pH levels. Regarding the immobilization of the enzymes in the extract, 74%
immobilization yield was achieved with 6BCL agarose modified with glutaraldehyde, which
was higher than expected compared to the immobilization of proteases from other plant
extracts, which typically achieve around 30%, and close to yields for commercial protease
immobilizations. For the other support, poly(styrene-co-divinylbenzene), immobilization
reached unprecedented results of 89%, as there are no studies available for protease
immobilization on this support, highlighting the potential of this study. For both immobilization
methods, improvements in optimal operational parameters (pH and temperature) and
interesting kinetic results were observed. However, Diaion® stands out, as this support
provided results similar to agarose, which is widely used for protease immobilization. Diaion®
does not require modifications for protease immobilization, and no studies have been reported
using this support for this group of enzymes. Finally, the proteases from gravata, both in the
enzymatic extract and when immobilized, showed promising results for the hydrolysis of
protein substrates such as whey.

Keywords: proteases; Bromelia fastuosa; Diaion; Agarose; whey.
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1. Introducgao

As proteases sao enzimas responsaveis pela catalise da hidrolise das ligagdes
peptidicas em proteinas, promovendo a liberagao de peptideos e aminoacidos. Essas
enzimas representam aproximadamente 60% do mercado global de biocatalisadores
(Sebastian et al., 2018; Troncoso; Sanchez; Ferreira, 2022). Essa importancia se deve
a sua ampla aplicabilidade em diversos setores, incluindo nas industrias médica e
farmacéutica, onde sdo empregadas no tratamento de patologias como diabetes,

glaucoma e lesdes cartilaginosas (Dhillon et al., 2017; Gurumallesh et al., 2019).

Dentre as subclasses de proteases de interesse industrial, destacam-se as
cisteino proteases, que sdo predominantemente de origem vegetal (Bolivar et al.,
2023). Dois exemplos amplamente empregados sao a papaina, extraida do mamao
(Carica papaya), e a bromelina, obtida do abacaxi (Ananas comosus), ambas com
aplicagdes consolidadas na industria alimenticia (Troncoso; Sanchez; Ferreira, 2022;

Hassan; Haque; Rahman, 2022).

A familia Bromeliaceae, da qual sao extraidas as bromelinas, constitui uma
fonte relevante de proteases com potencial industrial. Essa familia botanica apresenta
ampla distribuicdo em regides tropicais, como o Brasil, e inclui uma diversidade de
géneros e espécies conhecidas popularmente como bromélias, caraguatas e gravatas
(Krumreich et al., 2015; Equiluz et al., 2019).

Uma espécie pertencente a essa familia, Bromelia fastuosa, popularmente
denominado gravata, € tradicionalmente empregada na medicina popular na
formulacao de xaropes para o tratamento de bronquite e asma, além de ser utilizada
como agente vermifugo. Essa espécie contém a fastuosaina, uma cisteino protease
caracterizada por elevada atividade catalitica, pH 6timo préximo a neutralidade e
resisténcia a condigdes moderadas de temperatura (Cabral et al., 2006; Gurumallesh
et al., 2019).
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No entanto, embora a fastuosaina apresente caracteristicas comparaveis as
proteases comerciais, a investigagcao sobre suas capacidades e caracteristicas ainda
€ muito superficial. O unico estudo disponivel de aplicagao dessa protease, conduzido
por Garcia et al. (2009), demonstrou seu potencial na aceleragdo do processo de
maturac&o do queijo Prato, resultando em um produto com menor teor de gordura e
aprimoramento das propriedades fisico-quimicas do laticinio, evidenciando sua

aplicabilidade na industria de alimentos.

No setor alimenticio, a aplicagédo dessas cisteino proteases na hidrélise de
proteinas e na modificacdo de matrizes alimentares ainda é pouco explorada, sendo
um exemplo notavel a producédo de peptideos bioativos, cujos efeitos benéficos a
saude sao descritos na literatura. No entanto, a viabilidade econdémica da sintese
enzimatica desses compostos ainda enfrenta desafios, principalmente devido aos

altos custos envolvidos (Tavano et al., 2018; Gurumallesh et al., 2019).

Uma estratégia amplamente adotada para viabilizar economicamente essas
reacdes enzimaticas € a imobilizagdo das enzimas em suportes adequados. Esse
processo consiste na fixacdo das biomoléculas em uma matriz fisica ou quimica,
conferindo maior estabilidade estrutural e resisténcia a condicdes operacionais
adversas. Além disso, a imobilizacdo facilita a recuperacdo e reutilizagcdo do
biocatalisador, podendo reduzir significativamente os custos do processo industrial
(Lyu et al., 2021; Basso; Serban, 2019; Tacias-Pascacio et al., 2021).

No caso das proteases, a imobilizacdo ndo apenas viabiliza a hidrélise de
substratos liquidos, mas também minimiza a possibilidade de ocorrer autdlise, um
problema intrinseco a essa classe enzimatica. Dessa forma, proteases imobilizadas
tém sido aplicadas com sucesso na obtencédo de hidrolisados proteicos a partir de
subprodutos da industria alimenticia, conferindo propriedades bioativas de interesse
para a saude (Tavano et al., 2018; Bilal et al., 2024; Morellon-Sterling et al., 2022). E,
assim, faz-se necessario mais estudos referentes a esses derivados imobilizados

para viabilizar ainda mais suas aplicagdes

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial da B.
fastuosa como uma nova fonte de proteases. Além disso, os extratos enzimaticos

dessa espécie foram imobilizados em dois suportes distintos: a agarose 6BCL,
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amplamente empregada na imobilizagdo de proteases, e o Diaion® HP-20, um

copolimero ainda pouco explorado para essa classe de enzimas.
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2, Revisao Bibliografica

2.1. Proteases

As proteases sdao uma classe de enzimas que catalisam reagdes de
degradacdo de proteinas através da hidrélise de ligagdes peptidicas. A enzima
favorece a polarizagdo no grupo carbonila que participa da ligacdo entre os
aminoacidos, resultando em uma estabilizagdo do oxigénio deste grupo que
consequentemente, propicia um ataque nucleofilico ao atomo de carbono e a quebra
da ligacao (Balakireva et al., 2017). Como essas ligagbes sado responsaveis pela
manutengao da estrutura nativa das proteinas, ao serem hidrolisadas sao liberados

peptideos ou aminodacidos livres (Sebastian et al, 2018).

As proteases apresentam diferentes especificidades, ou seja, sao
classificadas de acordo com as caracteristicas cataliticas que possuem, como: a
regido das proteinas em que as ligagbes peptidicas sédo clivadas, sejam na parte
interna (endopeptidases) ou na extremidades da proteina (exopeptidases), o tipo de
residuo de aminoacido catalitico presente no sitio ativo da enzima e de acordo com
o tipo de residuos de aminoacidos envolvidos da ligacédo peptidica (Sebastian et al,
2018; Gurumallesh et al., 2019).

Em relagcao a classificacdo de acordo com o residuo de aminoacido presente
no sitio catalitico da enzima, as endopeptidases, podem conter residuos de serina,
treonina, acido glutadmico, acido aspartico e cisteina (Balakireva et al., 2017). Para as
cisteino-proteases, os residuos presentes sao os de cisteina e histidina em seus sitios
ativos, e podem ser subdivididas em familias, de acordo com as semelhangas entre
as estruturas das enzimas e suas atividades proteoliticas (Verma; Dixit; Pandey,
2016).

As proteases tém grande aplicabilidade nos setores industriais, e por isso,
representam em torno de 60% das enzimas comercializadas no mundo (Sebastian et

al., 2018; Troncoso; Sanchez; Ferreira, 2022). Suas aplicagdes nos setores médicos
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e farmacéuticos, vao desde auxiliar no tratamento de diabetes e glaucoma até no
reparo cartilaginoso (Dhillon et al., 2016; Gurumallesh et al., 2019). Ja na industria
alimenticia, o emprego de proteases para hidrolisar as proteinas presentes na matriz
dos alimentos, possui um efeito muito positivo também. Tais modificagdes permitem
que esses alimentos possuam novas caracteristicas, como qualidade sensorial
melhorada nos atributos de textura e sabor, uma melhoria na sua digestao, além de
diminuir a sua capacidade alérgica. Sendo assim, as proteases atuam desde a
producao de produtos livres de gluten, até no amaciamento de carnes, hidrolisando
proteinas facilitando a mastigabilidade do alimento (Gurumallesh et al., 2019; Tavano
et al., 2018).

Outra aplicagdo destas enzimas no setor alimenticio e farmacéutico € na
producdo de peptideos bioativos, cuja ingestdo esta associada a diversas
propriedades benéficas a saude, como antioxidantes, anti-hipertensivos,
antibacterianos, entre outras (Tavano et al., 2018). Esses peptideos sdo obtidos de
proteinas presentes em matrizes alimentares de origem animal e vegetal, como restos
de carne da industria e o soro do leite e derivados e graos como o arroz, a soja, 0
milho, respectivamente (Martinez-Medina et al, 2019). Em relagdo ao soro, sua
constituicdo é de lactose, vitaminas, sais minerais e de diversas proteinas, entre elas
estdo a B-lactoglobulina, a-lactalbumina, algumas imunoglobulinas e a albumina, e
por isso, € uma boa alternativa como substrato para a producao peptideos, pois em
muitos paises ainda € considerado um residuo industrial abundante que pode ser
transformado em produtos de alto valor agregado reduzindo concomitantemente o

impacto ambiental (Bustamante et al., 2021).

Na literatura ja existem diversos trabalhos em que é feita producédo desses
hidrolisados proteicos a partir do soro de queijo com a utilizagdo de proteases,
mostrando o quanto a aplicabilidade desses peptideos a partir dos residuos da
industria de laticinios € viavel. Um exemplo é o apresentado por Bustamante (2021),
que hidrolisou o soro do queijo, obtendo peptideos com boas propriedades
antioxidantes e inibitérias a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). Outro
exemplo de aplicagdo bem-sucedida € o demonstrado por Bassan (2015), que avaliou
0 emprego das proteases tripsina e pepsina imobilizadas para a hidrélise do soro de
leite. Foi empregado o sabugo de milho modificado como suporte para a imobilizagao,
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obtendo rendimentos de imobilizagao superiores a 80%, além de manter a atividade
também superior a 80%, em relacdo a enzima livre. A hidrdlise parcial das proteinas
presentes no soro do leite bovino e bubalino utilizando os derivados imobilizados,
também forneceu resultados interessantes, como atividade relativa alta e grau de

hidrélise superior a 12% para reag¢des em batelada.

Quanto a origem das proteases que sao empregadas nesses bioprocessos,
podem ser originarias de fonte animal, microbiana ou vegetal (Chinnadurai; Krishnan;
Perumal, 2018). Em relacdo as proteases de origem vegetal, biologicamente,
elasdesempenham desde fungbes simples, como degradar proteinas mal
enoveladas, até processos mais complexos, como apoptose e defesa celular
(Sebastian et al, 2018; Balakireva et al., 2017). Porém, suas aplicagées nao ficam
restritas as suas fungdes bioldgicas, sendo também aplicadas em processos
industriais, devido as caracteristicas que estas enzimas podem atribuir aos produtos
de hidrolise (Gagaoua et al., 2021). Entre as proteases vegetais, destacam-se a
papaina e a bromelina, provenientes do maméao (Carica papaya) e do abacaxi
(Ananas comosus), respectivamente, que sao utilizadas no setor alimenticio (Bolivar
et al., 2023; Chinnadurai; Krishnan; Perumal, 2018; David Troncoso; Alberto Sanchez;

Lujan Ferreira, 2022; Hassan, Haque; Rahman, 2022).

Um dos processos no setor alimenticio que estas enzimas atuam € no
amaciamento de cortes de carne que naturalmente sao mais rigidas. As proteases
provocam a degradagdo das proteinas presentes nas estruturas da carne, e
consequentemente, proporcionam um produto com maior maciez (Madhusankha;
Thilakarathna, 2021). Um exemplo dessa aplicagao é o proposto por Ribeiro et al
(2021), que utilizaram a papaina aliadaara amaciar hamburgueres bovinos e de
frangos, obtendo com sucesso produtos com maior maciez, o que demonstra a

importancia dessa classe de enzimas para aplicacdo em processos industriais.
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2.2. Fruto Gravata

Entre as fontes vegetais, uma familia que ja é conhecida por ter proteases
empregadas em diversos processos (bromelinas) é a Bromeliaceae. Esta familia é
tipica de paises tropicais, como o Brasil, porém, também sao conhecidas pela sua
capacidade de adaptacdo em diversos ambientes. Isso faz com que as plantas dessa
familia sejam umas das mais variadas morfologicamente e ecologicamente diversas,
com varios géneros e espécies dessa familia, como as bromélias, caraguatas e os

gravatas (Eguiluz et al., 2019; Krumreich et al., 2015).

Os gravatas séo frutos presentes na flora brasileira, desde o estado do Rio de
Janeiro, até paises como o Uruguai, sendo caracteristicos do cerrado e matas como
mesodfilas, atlantica e de restinga (Wanderley; Martins, 2007). Além disso, sao
conhecidos por suas propriedades quimicas ligadas aos efeitos proteoliticos, devido
a presenca de proteases em seu meio biologico (Texeira et al., 2019; Vallés; Cantera,
2018).

Entre os tipos de gravatas, pode-se citar a Bromelia fastuosa, que é
popularmente utilizada em xaropes para tratar de doengas como bronquite e asma e
até em vermifugos (Cabral et al., 2006). Porém, na literatura se encontram poucos
trabalhos que utilizam este fruto como fontes de enzimas proteoliticas, somente o
apresentado por Cabral (2005), que relata niveis altos de atividade proteolitica

guando comparada a outras enzimas, como a papaina e algumas bromelinas.

Além disso, também pela falta de estudos sobre o gravata, se sabe ainda
menos sobre as enzimas presentes no fruto. Cabral (2005) também realizou uma
analise estrutural e funcional de uma de suas proteases, a fastuosaina. A enzima foi
classificada como uma cisteino-protease, o que é confirmado por Gurumallesh (2019),
que afirma que a maioria das proteases vegetais sdo endopeptidases com residuos
de cisteina presente em seu sitio catalitico. No estudo também foi determinado seus
parametros 6timos de operacgao: sua temperatura de atuagao, de 55°C; e pH, em
torno de 7,5. E por fim, através da técnica de modelagem molecular, foi possivel
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confirmar que a protease € pertencente a familia da papaina, por apresentar

semelhangas em sua estrutura e propriedades fisico-quimicas.

Porém, mesmo com caracteristicas semelhantes a de enzimas utilizadas
comercialmente, a Unica aplicagao relatada foi em trabalho realizado por Garcia et al
(2009), que extraiu, purificou e a utilizou para alterar o tempo de maturagdo do queijo
Prato, produzindo um produto com teor reduzido de gordura. O emprego da
fastuosaina ndo sé reduziu o tempo de maturagdo, como também melhorou as
caracteristicas fisico-quimicas do queijo, demonstrando o seu potencial de aplicagao

na industria de laticinios.

Outro estudo que mostra uma possivel aplicacdo é no setor medicinal, onde foi
avaliado in vivo os possiveis efeitos antitumorais da fastuosaina, sobre a expressao
de CD44, que sdao moléculas diretamente relacionadas ao desenvolvimento de
tumores. Os resultados foram promissores, a injecdo da protease em camundongos
resultou em uma diminuigdo dos ndédulos de células de melanomas (Guimaraes-
Ferreira et al., 2007).

2.3. Imobilizagcao

Assim, para que essas reagdes sejam economicamente viavel, a enzima pode
ser reutilizada em varios ciclos, gerando economia de custos (Basso; Serban, 2019;
Lyu et al., 2021; Tacias-Pascacio et al., 2021). No caso das proteases, a imobilizagao
possibilita a hidrolise de substratos liquidos e minimiza um problema intrinseco dessa
classe, a autdlise. As proteases imobilizadas tém sido aplicadas para a producao de
hidrolisados de proteinas com propriedades benéficas a saude a partir de
subprodutos da industria alimenticia (Bilal et al., 2024; Morellon-Sterling et al., 2022;
Tavano et al., 2018).

Aimobilizagdo de enzimas em suportes solidos tem como objetivo garantir uma
maior estabilidade aumentando a resisténcia mecanica dos catalisadores e sua

estabilidade térmica, além de permitir a facil separacao do catalisador imobilizado do
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meio reacional durante o processo catalitico (Basso; Serban, 2019; Lyu et al., 2021,
Tacias-Pascacio et al., 2021). A tecnologia de imobilizagdo também permite que a
enzima seja reutilizada por mais ciclos de produgdo, mesmo que tenha uma queda
na sua atividade, podendo gerar economia ao processo (Guisan, 1988; Basso;
Serban, 2019).

De forma geral, a imobilizagdo de enzimas € o confinamento da enzima, seja
por uma matriz ou um suporte fisico ou localizada em certa regiao definida do espaco,
com retengao de sua atividade catalitica (Guisan, 2006; Sirisha; Jain; Jain, 2016). Ha

diferentes métodos de imobilizagdo de enzimas, como demonstrado na figura 1.

Figura 1 - Métodos de imobilizagdo de enzimas.
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Fonte: Modificado e traduzido de Sirisha et al. (2016).

Entre os métodos de imobilizacao citados na figura 1, existe aquele que nao
necessita de um suporte solido para imobilizar a enzima denominado como cross-
linking. Trata-se de uma técnica irreversivel que consiste na formagao de ligagbes

cruzadas entre as enzimas utilizando agentes funcionais. Estes agentes podem ser
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bi ou multifuncionais e sdo capazes de se ligar a dois ou mais grupos dos aminoacidos
das enzimas, formando uma estrutura tridimensional. Porém, ainda € uma técnica que
causa uma perda consideravel na atividade catalitica, além de ter baixa estabilidade

mecanica pela falta de um suporte fisico (Furlani et al., 2020; Mohamad et al., 2015).

Ja entre os métodos que utilizam uma matriz polimérica para imobilizar a
enzima, tem-se o aprisionamento (entrapment), em que a enzima fica retida em uma
rede polimérica. Diferentemente de outros métodos, neste a enzima nao esta ligada
quimicamente ao suporte. Outra técnica semelhante ao aprisionamento, € o
encapsulamento, que por sua vez, utiliza membranas semipermeaveis para
encapsular uma ou mais enzimas (Sirisha; Jain; Jain, 2016). A vantagem desses dois
meétodos € a protegcdo que a enzima tem por estar envolta pelo suporte, diminuindo
os efeitos causados pelos compostos presentes no meio reacional. Porém, do mesmo
modo que essas técnicas protegem a enzima, também criam problemas de
transferéncia de massa, ja que o substrato necessita adentrar na matriz polimérica

para ter contato com a enzima (Furlani et al., 2020; Liu; Chen; Shi, 2018).

No entanto, os métodos mais empregados para imobilizagdo de enzimas, sao
os por adsorc¢ao fisica e ligagado covalente. Em relagdo a técnica de adsorc¢ao fisica,
consiste em interagdes fracas como ligagdes ibnicas, forcas de Van der Waals e
ligacdes de hidrogénio entre a enzima e os grupos funcionais da superficie do suporte
(Furlani et al., 2020; Mohamad et al., 2015). Por isso, trata-se de uma técnica simples
e reversivel, ja que é realizada por interagdes fracas, no entanto, quaisquer mudangas
nas condi¢ées do meio reacional (pH e temperatura) podem resultar na dessorgao
dessas interagdes enzimas (Sirisha; Jain; Jain, 2016). Além disso, devido a sua
simplicidade, nao se tem controle das formas como as interagcbes irdo ocorrer,
acarretando uma possivel queda em sua atividade, principalmente quando as

interagdes ocorrem proximas ao sitio catalitico (Furlani et al., 2020).

Para o método de ligagao covalente, a interagao é feita por ligagdes covalentes
entre os residuos de aminoacidos e os grupos funcionais presentes no suporte

(Furlani et al., 2020). Por se tratar de um método irreversivel, a retengdo da enzima
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no suporte permite o seu reuso por um periodo mais prolongado que o de outros
meétodos. Além disso, 0 método normalmente proporciona um aumento no tempo de
meia vida da enzima e na sua estabilidade térmica (Mohamad et al., 2015). Em geral,
os residuos de aminoacidos mais comuns na participacao dessas ligagdes sao de
lisina e arginina, que possuem grupos (-NH)2, mas os de acido glutamico e aspartico
(-COOH), serina e treonina (-OH) e de cisteina (-SH) também podem interagir com os

grupos quimicos na superficie do suporte (Yushkova et al., 2019).

No entanto, a escolha do método de imobilizagcdo também depende das
caracteristicas fisicas e quimicas do suporte, como tamanho e natureza de seus
grupos superficiais (Mohamad et al., 2015). Por isso, em determinadas condicdes, €
necessario a utilizagado de um grupo funcionalizador para ativar o suporte. Isso ocorre,
pois, a ligacédo covalente direta pode ocorrer de forma com que a enzima sofra uma
modificagdo, acarretando um impedimento estérico do substrato até o sitio catalitico,
ou acarretando em um baixo grau de imobilizagdo (Furlani et al., 2020; Henriques,
2016).

2.4. Suportes de imobilizagao

Um dos principais pontos a serem considerados para uma imobilizacdo bem-
sucedida, € a selecao do suporte em que a enzima ira ser imobilizada. A escolha do
suporte afeta diversos outros parametros da imobilizacdo, como o método que sera
empregado e até mesmo algumas propriedades das enzimas (Furlani et al., 2020;
Zdarta et al., 2018). Por isso, ha algumas caracteristicas, referentes ao material
suporte que sera selecionado, que devem ser considerados, como: a superficie, se
sera adequada para o processo de imobilizacao, ou se tera que sofrer modificacbes
quimicas; a porosidade do material, dependendo da aplicagéo; se havera problemas
de difusao, podendo resultar na perda das enzimas e na queda da atividade catalitica;
a solubilidade do material no meio reacional; a sua estabilidade mecanica e

microbiana; sua toxicidade; e se 0 seu reuso sera viavel (Furlani et al., 2020).
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Em relagdo aos tipos de suportes que sdo empregados, podem ser
classificados de acordo com sua composi¢ao quimica, em organicos ou inorganicos
(Mohamad et al., 2015). Os suportes organicos, tem a vantagem de serem mais
biocompativeis e menos toxicos. Em geral, sdo polimeros de origem sintética ou
natural. Os polimeros que sao sintetizados permitem escolher a composicédo de seus
mondmeros, garantindo que o suporte possa interagir de forma mais efetiva com a
enzima. Ja os biopolimeros naturais, devido a sua origem, sua biocompatibilidade &
ainda maior, afetando menos a estrutura da enzima e permitindo que o derivado
imobilizado tenha atividades cataliticas altas. Além disso, em geral, esse tipo de
material ndo necessita de agentes funcionais, ja que possuem muitos grupos reativos
que interagem fortemente com a enzima. Entre eles, destacam-se como suportes a
quitosana, o alginato, o colageno, a celulose e a agarose (Zdarta et al., 2018). Um
suporte polimérico, ndo poroso, de origem natural bem consolidado para as
imobilizagdes de proteases € a Agarose. Este polissacarideo é amplamente utilizado
para imobilizacdo covalente devido a sua facilidade de ativagcdo, apoiada por
inumeros protocolos de modificagdo baseados em diferentes grupos de
funcionalizagcdo (Antunes Lopes et al., 2020; Bassan et al., 2016; Tacias-Pascacio et
al., 2021).

Ja entre os materiais inorganicos, tem-se os minerais, 6xidos metalicos, os
ceramicos, as particulas magnéticas, compostos de carbono, como os nanotubos e
os grafenos, e outros polimeros. Em geral, esse tipo de suporte possui 6timas
propriedades mecanicas, resisténcia quimica, térmica e microbiana e a capacidade
de se obter diversos formatos e composigdes, desde géis a coloides, como no caso

dos compostos a base de silica (Sirisha; Jain; Jain, 2016; Zdarta et al., 2018).

Outros materiais inorganicos que vém ganhando espag¢o como suportes para
imobilizagdo, sdo os magnéticos, entre eles, os nano magnéticos. As propriedades
magnéticas permitem, que com um campo magneético, a recuperacao das enzimas
imobilizadas seja otimizada, em menos etapas e com um menor custo das etapas de
purificagdo. Além disso, quando se utiliza suportes nano magnéticos, devido ao seu
tamanho, sua area superficial € maior, ou seja, a area de contato do suporte com a

enzima é maior. Isto permite a imobilizagdo de uma maior carga de enzima quando
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comparada com outros tipos de suporte com o mesmo volume (Darwesh et al., 2020;
Liu; Chen; Shi, 2018; Henriques, 2016; Zdarta et al., 2018).

As nanoparticulas magnéticas que mais sdo empregadas para imobilizagao
séo as de oxidos de ferro (FexOy). Dentre elas, a magnetita (Fe3Oa4), a maguemita (y-
Fe:03) e a hematita (a-Fe203), sdo as mais utilizadas, pois mesmo que possuam
propriedades magnéticas menores que outros materiais, outras propriedades como
estabilidade oxidativa e baixa toxidade fazem com que sejam mais interessantes para
utilizar como suportes em meios reacionais (Domingues et al., 2019; Henriques,
2016). Muitas vezes esse tipo de nanoparticula magnética necessita de um grupo
ativador, pois a ligagao direta com a enzima néo é tdo estavel. Um exemplo é o uso
do APTS (3- aminopropiltrietoxisilano), glutaraldeido, tanino, entre outros compostos
(Furlani et al.,2020; Darwesh et al, 2020).

Outro material inorganico empregado para imobilizagcbes €& o estireno-
divinilbbenzeno (Diaion® HP-20). Esse copolimero foi originalmente desenvolvido
como uma matriz porosa para purificagdo cromatografica (Chou et al., 2015), mas
também é um material avaliado em imobiliza¢gdes enzimaticas. Ha relatos de seu uso
para imobilizacdo de enzimas que atuam em substratos hidrofébicos, como lipases
(Freitas et al., 2024; Miotti et al., 2024). Entretanto, até o momento, nenhum estudo
avaliou o potencial do Diaion® HP-20 como suporte de imobilizagdo para outras
classes de enzimas, como proteases, embora um estudo tenha utilizado o copolimero
para purificacdo por adsorgdo de proteases de culturas microbianas (Joo e Choi,
2012).

Além disso, uma forma de tentar ampliar as opcdes de suportes e otimizar as
reacoes de imobilizacdo, € combinar diferentes materiais, com o intuito de maximizar
os beneficios que ambos os materiais podem garantir para o derivado imobilizado
(Zdarta et al, 2018). Entre esses tipos de combinagdes, tem-se a de materiais
organicos com inorganicos, como no trabalho de Cao (2015), em que celulose
nanocristalina foi combinada com oOxidos de ferro para ganharem propriedades

magnéticas e permitir sua recuperagao para seu reuso no processo.
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2.5. Aplicagoes de enzimas imobilizadas

Todas essas opg¢des de imobilizacdo fornecem varias vantagens para
aplicagao industrial de derivados enzimaticos. Uma das principais aplicagdes, como
ja dito anteriormente, é no setor alimenticio para a produgao de xaropes de agucares,
alimentos e bebidas lacteas, bebidas alcodlicas e de hidrolisados do soro do leite.
Outras aplicagdes de enzimas imobilizadas no setor alimenticio, € na produgao de
produtos sem lactose e na clarificacdo de bebidas a base de frutas, para modificagao
de compostos que causam sabores amargos. Um exemplo de aplicagbes de
derivados imobilizados no setor alimenticio € o emprego de proteases imobilizadas
na producao de hidrolisados de proteinas com propriedades benéficas a saude a
partir de subprodutos da industria alimenticia (Tavano et al., 2018; Bilal et al., 2024;
Morellon-Sterling et al., 2022).

Além da industria alimenticia, as enzimas imobilizadas sdo empregadas na
producdao de diversos compostos, como biodiesel e polimeros, como o poliéster
(Yushkova et al., 2019). Ja em relacao a industria farmacéutica, enzimas imobilizadas
podem atuar como biossensores, para a detec¢ao de diversos metabdlitos que podem

estar relacionados com problemas de saude (Sirisha; Jain; Jain, 2016).

No entanto, como também ja& mencionado, devido a falta de estudos com
proteases oriundas da Bromelia fastuosa, também nao ha trabalhos sobre a
imobilizagdo dessas enzimas. O que destaca a falta de estudos sobre o potencial
dessas enzimas tanto livres, quanto imobilizadas. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi a extracédo e imobilizagao de proteases provenientes do fruto do Gravata
(Bromelia fastuosa), uma fonte alternativa e pouco explorada de enzimas para
aplicagao em reacdes de hidrdlise de substratos proteicos. Assim, espera-se que este
trabalho reforce o potencial das proteases de B. fastuosa para futuras aplicagdes em

hidrélise de proteinas.
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3. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi a extragcdo e imobilizagdo das proteases
provenientes do fruto do Gravata para o emprego como fonte alternativa de enzimas

para reagdes de hidrolise de substratos proteicos.

3.1. Objetivos especificos

o Extracao e preparo do extrato enzimatico com atividade proteolitica
obtido a partir do fruto do Gravatsg;

o Anadlise da atividade proteolitica relativa e determinagdo de pH e
temperatura de maxima atividade do extrato bruto escolhido;

o Screening e selegao do suporte de imobilizagao através da avaliagao do
rendimento da imobilizagao e das atividades dos derivados imobilizados;

o Caracterizagdo do derivado imobilizado quanto ao pH 6timo,
temperatura 6tima, estabilidade operacional, e propriedades cinéticas (Km e Vmax);

o Avaliagédo do potencial hidrolitico do biocatalisador, tanto na forma livre

guanto imobilizada, em rea¢des de hidrdlise de soro de leite.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta dos frutos

Os frutos de Gravata (Bromelia fastuosa) foram colhidos ainda imaturos em
uma fazenda na regido de Araraquara — SP. Em seguida foram lavados e higienizados
para retirada de possiveis contaminantes, embalados em sacos plasticos e mantidos
em congelamento a -20°C até serem utilizados nos experimentos de obtengdo do

extrato vegetal com atividade proteolitica.

4.2. Extracao e Preparo dos Extratos Enzimaticos

A fim de avaliar qual parte do fruto possuia maior atividade catalitica, os frutos
foram divididos em grupos para o preparo de 3 extratos: i) fruto inteiro, ii) polpa do
fruto, iii) cascas. Em ambos os casos, os frutos congelados foram cortados e
homogeneizados em um liquidificador da marca Arno por 2 minutos, no meio tampao
de extragao McllVaine pH 4,5 0,2 M, contendo 5 mM de EDTA e 5 mM de cisteina na
propor¢ao de 1 grama de fruto para 5 mL de tampéo (1:5; m:v). As suspenc¢des obtidas
foram filtradas utilizando gaze, e os filtrados coletados foram transferidos para tubos
Falcon e centrifugados a 9000 x g por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes de
centrifugacdo foram congelados a -20°C (Cabral et al., 2005). O procedimento de

extracdo é ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Etapas de preparo dos extratos enzimaticos.
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4.3. Quantificagdo do Teor de Proteinas dos extratos enzimaticos

Para determinar o teor de proteinas nos extratos enzimaticos foi empregado o
método de Bradford (1976). Inicialmente foi construida uma curva padrao utilizando
uma solugado padréo de soroalbumina bovina (0,03 mM a 0,5 mM) e a leitura de
absorbancia foi realizada em A= 595 nm. Para a quantificagdo de proteinas totais das
amostras foram retirados 100 yL dos extratos enzimaticos e homogeneizados em 700
ML de agua ultrapura (Milli-Q). Em seguida, 800 pL do reagente de Bradford foram
adicionados e apdés 5 min. de reacao, as amostras foram submetidas a leitura no

espectrofotdbmetro a A = 595 nm (Bradford, 1976).
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4.4. Determinacao da Atividade Proteolitica dos extratos enzimaticos

Para determinar a capacidade proteolitica de todos os extratos, foi realizado o
ensaio da atividade proteolitica seguindo o protocolo de Sarath et al (2001) utilizando
como substrato uma solugdo de caseina 1% como proposto por Cabral (2005) e

Garcia et al (2009) com algumas modificagcdes (Figura 3).

Figura 3 - Esquema do protocolo modificado para ensaio proteolitico.
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Inicialmente foram preparados microtubos de 2 mL contendo 800 uL de caseina
1% com 50 pL de tampao McllVaine 0,2 M pH 7, que apds a incubagao a 37°C por 10

min, foi adicionado o extrato enzimatico. Esses ensaios enzimaticos foram mantidos
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em incubacgao por 10 min a 37°C sob agitacdo no banho termostatizado. Ao final dos
10 minutos foi adicionado 600 uL de solugéo de TCA 10% (acido tricloroacético) para
interromper a reagao, sendo que para o branco a solugdo de TCA 10% foi adicionada
imediatamente apds a adigdo do extrato extratos enzimaticos. Todos os extratos

enzimaticos foram armazenados em geladeira a 1°C overnight.

Apos a periodo de refrigeracdo, as amostras foram centrifugadas por 20
minutos a 5000 x g na centrifuga 5415 D da Eppendorf. O sobrenadante resultante foi
filtrado e submetido a leitura de absorbancia em espectrofotometro em A=280 nm.
Com o auxilio de uma curva de calibracédo de tirosina, previamente construida, foi
determinado a atividade proteolitica total utilizando a equacdo 1 e a atividade
proteolitica especifica utilizando a equagao 2 (Cabral, 2005; Garcia et al.,2009). Os
volumes empregados e o processo do protocolo modificado estdo resumidamente

descritos na tabela 1.

__ umol de produto formado (1)
- tempo de reagao

U

U
Concentragio de proteinas no extrato

U/mg = (2)

Em que: o umol de produto formado é obtido pela curva de calibracéo e o
tempo de reacdo é o tempo (min) em que o substrato esteve em contato com as

enzimas.

Tabela 1 - Protocolo modificado para ensaio protealitico.

Solugoes Tubo Teste Tubo Branco
Caseina 1% 800 pL 800 uL
Tampao pH 7,0 50 L 50 yL
Incubar por 10 min a 37°C
Extrato do Gravata 15 uL 15 uL

Incubar por 10 min a 37°C
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TCA 10% 600 uL 600 uL

Fonte: proprio autor.

4.5. Determinagao do Perfil Proteico dos extratos enzimaticos

Por fim, para confirmar o sucesso da extracdo das proteases da Bromelia
fastuosa e garantir que para as etapas de imobilizagao foi fornecido principalmente a
proteina de interesse para o suporte, foi realizado uma Eletroforese SDS-PAGE com
os extratos enzimaticos obtidos do fruto do gravata (Laemmli, 1970). Para isso, foram
utilizados géis de poliacrilamida a 5% e 12% para empilhamento e separagao,
respectivamente. O tamanho das bandas foi identificado por comparagdo com a

escala BLUeye da Sigma—Aldrich®.

4.6. Imobilizagao das Proteases do Extrato Enzimatico da Polpa

Apos a escolha do extrato enzimatico com maior potencial, a etapa seguinte
foi a de imobilizacdo das proteases do fruto nos seguintes suportes: Agarose 6BCL

ativada por glutaraldeido e estireno-divinilbenzeno (Diaion®).

4.6.1. Imobilizagao em Agarose 6BCL ativada por glutaraldeido

O primeiro suporte avaliado foi a Agarose 6BCL ativada com glutaraldeido. A
metodologia empregada para a imobilizagao via ligacao covalente unipontual foi a
descrita por Bassan (2015). O esquema do processo de imobilizacdo esta

representado na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema do protocolo para imobilizagdo em Agarose 6BCL ativada com

glutaraldeido.
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Fonte: préprio autor.

Inicialmente 5 gramas de agarose 6BCL foram lavadas com agua deionizada
e misturadas com 7,25 mL de agua deionizada, 11,9 mL de NaOH 1,7 M contendo
0,34 gramas de NaBH4. Em seguida, a mistura foi mantida sob agitagdo para adi¢cao
de 8,5 mL gota a gota de glicidol. A mistura continuou sob agitagao leve por 18 horas
em banho de gelo pelas primeiras 2 horas e as 16 horas restantes em temperatura
ambiente. A suspensao foi filtrada e lavada com agua ultrapura em abundancia. A
agarose modificada com grupos gliceril foi misturada com 10 mL de NalO4 100 mM e
40 mL de agua deionizada para obtencédo do suporte glioxil-agarose. Essa nova
mistura, foi mantida sob agitagcao por 2 horas em temperatura ambiente e filtrada e

lavada novamente com agua ultrapura.

Apos a ativagcdo com grupos glioxil, 2,5 gramas de glioxil-agarose, foi
adicionado em 14,275 mL de uma solugéao de etilenodiamina 2 M pH 10. A mistura foi
mantida sob agitagcdo por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 14,275 mg de NaBH4 para reducédo de grupos aldeidos remanescentes
em hidroxilas. O suporte amino-agarose obtido nessa reacéo foi filtrado e lavado com
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tampéao acetato de sédio 100 mM em pH 4 e agua deionizada em abundéancia. Por
fim, 1 grama do suporte amino-agarose foi homogeneizado em 2 mL de tampé&o
fosfato 200 mM em pH 7 contendo glutaraldeido 3 mM por 15 horas. A suspensao foi
filtrada e o suporte glutaraldeido-agarose foi abundantemente lavado tampéo fosfato
de sodio 25 mM em pH 7,0. 1 grama da agarose ativada com glutaraldeido foi
adicionada em um volume de 84 mL do extrato contendo 10 miligrama de proteinas.

Essa mistura foi mantida em agitagéo suave por 2 horas.

Para determinar se a imobilizagao foi bem-sucedida, em intervalos de 30
minutos ao longo da etapa de imobilizagao, foram retirados 15 uL do sobrenadante

para avaliar sua atividade hidrolitica.

Por fim, também foi determinada a atividade do derivado imobilizado seguindo
uma adaptagao do protocolo do ensaio proteolitico modificado apresentado no item
3.4. Os volumes e as massas empregadas e o processo do protocolo modificado

estdo resumidamente descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Metodologia para o ensaio proteolitico das proteases imobilizadas.

Solugoes Tubo Teste Tubo Branco
Caseina 1% 865 pL 865 pL

Incubar por 10 min a 37°C

Derivado Imobilizado 50 mg 50 mg

Incubar por 10 min a 37°C
TCA 10% 600 pL 600 pL

Fonte: préprio autor.

4.6.2. Imobilizagao em particulas de copolimero de estireno-

divinilbenzeno (Diaion®)

O segundo suporte de imobilizacdo avaliado foi o copolimero de estireno-
divinilbenzeno (sty-dvb), apresentado na Figura 5.



36

Figura 5 - Esquema do protocolo para imobilizagdo no copolimero de estireno-divinilbenzeno.
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Fonte: préprio autor.

A metodologia empregada consistiu em secar o suporte por no minimo 12
horas em estufa de secagem a 100°C. O material suporte seco foi homogeneizado
em etanol 95% (m/m) e incubado por 18 horas a temperatura ambiente em uma
proporcao de 1 grama de suporte seco para cada 5 mL de alcool. Em seguida a
suspensao foi filtrada e lavada em abundancia com agua deionizada. O suporte obtido
desse processo hidroalcéolico foi utilizado para na etapa de a imobilizagdo. A
imobilizagdo das proteases por adsorgao fisica consistiu em homogeneizar 1 grama
do suporte foi adicionada em um volume de 84 mL do extrato contendo 10 mg de

proteinas. Essa mistura foi mantida sob agitacdo por um periodo de 15 horas.

Para determinar se a imobilizacado foi bem-sucedida, também foram retiradas
aliquotas de 15 pL do sobrenadante para avaliar sua atividade hidrolitica e determinar
o rendimento de imobilizacdo. Além disso, a atividade do derivado imobilizado

também foi determinada seguindo o protocolo apresentado no item 3.6.1.
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4.6.3. Determinagao do rendimento de imobilizagao

Para avaliar os processos de imobilizacdo ao longo do tempo, aliquotas do
sobrenadante foram coletadas em intervalos predeterminados e analisadas quanto a
atividade hidrolitica, conforme descrito no item 3.4. Um controle negativo foi incluido
em todas as reagdes de imobilizacdo. Esse controle consistiu no extrato enzimatico
sem a adicao do suporte, sendo submetido as mesmas condi¢gdes do sistema de

imobilizagao (extrato enzimatico + suporte avaliado).

Além disso, considerando que a imobilizagao envolve proteases de um extrato
bruto, um extrato enzimatico contendo diversas proteinas em seu meio, o rendimento
foi calculado apenas com base na atividade proteolitica do sobrenadante da
imobilizagdo e do controle (extrato enzimatico sem adigdo do suporte), sem
considerar o teor proteico. Isso ocorre porque outras proteinas podem migrar para o
suporte, resultando em uma superestimagao do rendimento (Bassan et al., 2016).

Assim, o rendimento de imobilizagao foi calculado utilizando a Eq. (3).

U -U
R(%) — (UExtrato bruto sobrenadante) * 100 (3)
Ugxtrato bruto

Em que R é o rendimento de imobilizacdo (%), Uextrato bruto € a atividade
hidrolitica do extrato enzimatico bruto, € Usobrenadante € a atividade hidrolitica do
sobrenadante do processo de imobilizagao. As atividades hidroliticas sdo expressas

em pmol de produto*min.

4.7. Caracterizagao enzimatica do extrato bruto e derivados

imobilizados

Apos a determinacdo do extrato empregado nas etapas de imobilizagao e o
preparo dos dois derivados imobilizados, a etapa seguinte foi a caracterizacao de

todos os biocatalisadores avaliados.
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Tanto o extrato enzimatico da polpa contendo as proteases quanto os
derivados imobilizados foram inicialmente caracterizados quanto ao pH 6timo (faixa
de pH de 5,5 a 8, tampao Mcllvaine) e temperatura (35 a 70 °C), usando o ensaio de
atividade hidrolitica proposto por Sarath (2001), com modificacées (item 3.4). A
quantidade de amostra usada foi de 15 pL para o extrato enzimatico e 10 mg para os

derivados imobilizados.

Além disso, também foram avaliadas as estabilidades térmicas e ao pH dos
biocatalisadores. Para avaliar a estabilidade ao pH, foram preparadas as solugdes do
tampéao McllVaine nos pHs selecionados (6, 6,5 e 7). Em seguida, em microtubos de
2 mL foi adicionado o tampao e incubado o extrato e mantidos a temperatura
ambiente. A atividade desse extrato foi avaliada ao longo de 8 horas, em intervalos

de 2 horas seguindo o ensaio descrito no item 3.4.

Para a estabilidade térmica, com o pH fixado, em microtubos de 2 mL foram
incubados o extrato enzimatico em banhos termostatizados nas temperaturas pré-
determinadas (50°C, 60°C e 65°C). A estabilidade foi avaliada ao longo de 1 hora,
com a atividade do extrato determinada em intervalos de 15 minutos, seguindo o

ensaio descrito no item 3.4.

4.8. Determinagao dos parametros cinéticos (Km € Vmax)

Foram preparadas solucgdes de diferentes concentragdes de caseina (0,05 mM;
0,1 mM; 0,15 mM; 0,2 mM; 0,25 mM; 0,3 mM; 0,35 mM; 0,4 mM; 0,45 mM; 0,5 mM)
no tamp&o McllVaine pH 7. Em seguida, foi realizado o protocolo de Sarath (2001)
para determinacdo da atividade do extrato empregando as solugdes de caseina,
seguindo o ensaio descrito no item 3.4. e dos derivados imobilizados, descrito no
item 3.6.1.
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4.9. Hidrélise do soro do leite

Por fim, foi realizada a hidrolise do soro do leite com as proteases

imobilizadas seguindo a metodologia proposta por Bassan (2015).

4.9.1. Obtencao do soro do leite

O soro do leite foi obtido a partir do leite integral pasteurizado. No leite
foi adicionado a enzima renina de Aspergillus niger e CaClz, nas propor¢des 0,6%
(v/v) e 0,5% (m/v), respectivamente. Essa mistura foi mantida durante uma hora a
35°C em banho-maria. Apdés a coagulacéao, o soro foi separado do sélido resultante
por filtracdo com gaze. Em seguida, o soro foi dialisado em membrana celuldsica Trip-
Fort (Hoechst) por 24 horas a 8°C em constante agitagdo. Decorrido a dialise para a
remocgao da lactose, foi adicionado caulim para a adsorgéao da gordura presente. Foi
empregado uma proporgao de 0,02 g de caulim para cada 1 mL de soro. Essa mistura
foi entdo centrifugada a 7400 x g por 30 min a 4°C. Apds a separagao do caulim, o

soro do leite foi armazenado em frascos e congelados até o seu uso.

4.9.2. Reagao de hidrélise

O soro do leite ja tratado (item 1.8.1) foi submetido a reacao por 24 horas
a 45°C (banho termostatizado) empregando-se 0,5 g do derivado imobilizado ou 15
ML de extrato para cada 1mL do substrato. Ao fim dessa reacdo, o produto formado
foi filtrado e submetido uma eletroforese para uma analise qualitativa para avaliar a

se houve a hidrélise (Bassan, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o presente estudo, foi realizada a extragéo, imobilizacédo e caracterizagao
das proteases presentes no fruto do Gravata (B. fastuosa) para avaliar se essa fonte
pouco explorada € uma alternativa viavel para a obtencdo de proteases para a

aplicacado em reagdes de hidrélise de substratos proteicos.

5.1. Curvas analiticas

Para determinar o teor de proteinas presente nos extratos foi construida uma
curva analitica utilizando soro albumina bovina (SBA) como padrdo de proteina
(Figura 6) e para determinacdo da atividade enzimatica total e especifica foi

construida uma curva utilizando o aminoacido tirosina como padrao (Figura 7).

A partir da construgao das curvas analiticas, os coeficientes de determinagao
(R?) de 0,9971 (Figura 6) e de 0,9995 (Figura 7) comprovam que o modelo se ajustou
aos dados experimentais, garantido que todos os calculos realizados com as

respectivas equacgdes sao adequados.
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Figura 6 - Curva analitica de soro albumina bovina para determinagdo do teor de proteinas

totais.
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Figura 7 - Curva analitica de tirosina para determinagdo de atividade proteolitica.
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5.2. Extracao e preparo dos extratos enzimaticos

Apos o preparo dos extratos de acordo com o item 3.2, partindo-se dos frutos
apresentados na Figura 8, foram realizadas a quantificagdo das proteinas presentes
no meio e o ensaio de atividade enzimatica. Assim, foi possivel confirmar a existéncia
de proteases presentes no fruto, além do fato de que a metodologia empregada para
o preparo do extrato mostrou-se bem-sucedida. Ademais, a partir desses
experimentos foi possivel determinar qual parte do fruto possuia maior potencial
catalitico. Portanto, os resultados apresentados na Tabela 3, mostram que o preparo
do extrato somente com a polpa mostrou-se mais vantajoso do que o preparo com o

fruto inteiro.

Figura 8 - Fruto da Bromelia fastuosa (Gravata) antes da extragéo.

Fonte: Préprio Autor.

Tabela 3 - Determinagao do teor de proteinas e da atividade enzimatica presente nos frutos

do Gravata.

Extrato Teor de Proteinas (ug/mL) Atividade (U/mL) Atividade Especifica (U/mg)
Polpa 163,60 £ 5,60 17,98 + 1,29 109,92 + 7,86
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Casca 110,09 + 3,28 4,69 + 0,65 42,62 + 5,90
Fruto Inteiro 119,87 + 0,42 10,11 £ 0,27 84,34 + 2,22

Fonte: préprio autor.

Assim, pode-se observar pelos dados da Tabela 3 que o extrato da polpa
apresentou o maior teor de proteina. Esse resultado contradiz a expectativa de que o
teor de proteina do extrato da fruta inteira seria maior do que o do extrato da polpa
(apenas uma parte do fruto). Uma possivel explicagédo para esse resultado € a ligagao
de compostos encontrados na casca da fruta com proteinas durante a extragao e sua
subsequente separacdo do sobrenadante apds a etapa de centrifugagéo. Vale
ressaltar que o sobrenadante € a fracdo onde as proteinas de interesse sao
encontradas. Essa hipotese é reforcada pelos resultados da atividade proteolitica. A
atividade do extrato da polpa foi 23,27% maior do que a do extrato da fruta inteira e
61,23% maior do que a do extrato da casca. Assim, a baixa atividade dos outros
extratos sugere a presenga de compostos interferentes que podem ter reagido com

proteinas de interesse (proteases) e inativando ou inibindo sua atividade.

Ao avaliar tanto a concentragao de proteinas, quanto a atividade especifica,
observou-se que os mais elevados valores de atividade e atividade especifica foram
obtidos empregando-se o extrato contendo a polpa do Gravata. Isto sugere uma maior
concentracao das proteases na polpa do fruto, corroborando o estudo de Cabral
(2005) que também realizou seus experimentos com o fruto sem casca e semente,
somente a polpa. Dessa forma, optou-se por dar continuidade ao trabalho utilizando

apenas o extrato contendo a polpa do Gravata, sem a casca e as sementes.

5.3. Perfil Proteico do Extrato Enzimatico

Assim, a SDS-PAGE foi realizada para identificar as proteinas de interesse
(proteases) e confirmar qual extrato apresentou o maior potencial para as préximas
etapas. Os perfis proteicos dos 3 extratos avaliados, na eletroforese realizada, estao

apresentados na figura 9.
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Figura 9 - Eletroforese do extrato enzimatico extraido da B. fastuosa.

245kDa PM Gravata Gravata ' Gravata

180kDa polpa fruto sementes
135kDa

f

100kDa p——
75kDa p——

63kDa

48kDa ——
35kDa o~

25koa—§_- -*‘

20kDa

<11kDa j— "0 “ﬁ “H

Fonte: Préprio autor.

Dessa forma, como pode ser visto na figura 9, o perfil proteico dos extratos é
caracterizado pela presencga de trés bandas mais visiveis, duas em cerca de 25 kDa
e uma logo abaixo de 11 kDa. A presencga de grandes quantidades de proteinas na
faixa de 25 kDa esta de acordo com os resultados de Cabral (2005), que extraiu e
caracterizou a cisteino protease, fastuosaina, de 25 kDa de frutos de B. fastuosa.
Com isso, a presenca desta enzima nos extratos preparados € uma descoberta
interessante, visto que a fastuosaina €& uma protease com caracteristicas
semelhantes as proteases comerciais, como alta atividade proteolitica em

temperaturas amenas e pH 6timo proximo ao neutro (Gurumallesh et al., 2019).

A presenca dessa protease na banda de 25 KDa reforca que o processo de

obtencao dos extratos enzimaticos com as proteinas de interesse foi bem sucedido.
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Ademais, a presenca de apenas essas bandas é outro indicativo de que outras
proteinas e compostos foram removidos durante a extragdo. Com isso, as proteases
tém maiores chances de se ligar ao suporte na reagédo de imobilizagao. Assim, como
os extratos brutos tinham baixas concentragcdes de proteinas indesejadas, a reagao
de imobilizagado pode contribuir para aumentar a purificagado parcial desse enzimas,
possivelmente resultando em maiores rendimentos apds o processo de imobilizacio
(Remonatto et al., 2022a; Morellon-Sterling et al., 2022).

Além disso, comparando os perfis proteicos dos extratos enzimaticos brutos,
observa-se visualmente uma diferengca nas concentragdes proteicas nas bandas de
25 KDa e 11 KDa entre os extratos. Com isso, € perceptivel que os extratos
provenientes do fruto inteiro e da polpa, apresentaram uma maior quantidade da

proteina de interesse.

Essa afirmacgao vai de encontro com os valores de teor proteicos dos extratos
apresentados na tabela 3. Portanto, o extrato enzimatico da polpa de B. fastuosa foi
selecionado para as proximas etapas de imobilizagdo, dada sua maior concentragao
de protease, maior atividade proteolitica e menores niveis de contaminantes. Uma
vez que a presenga de casca e sementes nos extratos pode resultar em
contaminantes que interferem na atividade catalitica, como observado em outros
extratos proteoliticos de origem vegetal (Chaiwut; Pintathonga; Rawdkuen, 2010). O
que pode ser observado no extrato enzimatico proveniente da fruta inteira. Embora
contivesse todas as partes dos outros extratos, o extrato da fruta inteira apresentou a
menor atividade e concentragdo de proteina. Pois, como ja& mencionado
anteriormente, é possivel que alguns compostos tenham interagido com as proteinas
de interesse. Dessa forma, seriam necessarias etapas adicionais para remover
impurezas, o que poderia aumentar o custo e o tempo de producdo do extrato
(Atsakou et al., 2023). Diferente do extrato proveniente da polpa, em que uma unica
etapa de separacgao fisica das sementes e casca foi suficiente para eliminar esses
contaminantes, reduzindo a quantidade de interferentes durante a imobilizagao e,
consequentemente, proporcionando uma maior porcentagem de proteases com

atividade catalitica (Morellon-Sterling et al., 2022).
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5.4. Imobilizagao das proteases dos extratos enzimaticos

Apos a escolha do extrato com maior potencial catalitico para imobilizagao,
dois suportes foram testados: um consolidado para proteases (agarose 6BCL) e outro
que ainda nao havia sido aplicado para essa classe de enzimas (Diaion® HP-20)
(Braham et al., 2021). Para a imobilizacdo na agarose, o glutaraldeido foi utilizado
como agente funcionalizante para a ligagdo covalente da enzima. Ja a imobilizagao
no Diaion® HP-20 ocorreu por adsorgao fisica, sem necessidade de etapas de

ativacao (Bassan et al., 2016; dos Freitas et al., 2024).

5.4.1. Avaliagao da Influéncia da Agitagcao e do Tempo na Imobilizagao de

Proteases

Inicialmente, foram avaliados os fatores da agitacdo e do tempo de
imobilizagcdo das proteases em ambos os suportes. Em relagcdo ao tempo de
imobilizagao, para isso, foi avaliado o rendimento de imobilizagdo, acompanhando-se
os valores de atividade do sobrenadante do extrato imobilizado em relacdo ao extrato

submetido as mesmas condicoes.

Assim, para o processo de imobilizagcdo na agarose 6BCL, o resultado esta

apresentado na Figura 10.
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Figura 10 - Atividade do sobrenadante do extrato imobilizado em relagdo ao extrato

submetido as mesmas condigées.
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Fonte: proprio autor.

Observando a figura 10 nota-se uma queda na atividade do extrato presente
na imobilizacdo (sobrenadante), o que indica uma migracdo das enzimas do meio
liquido para o suporte solido. O extrato utilizado como comparativo (controle) manteve
sua atividade, sem muita variagao ao longo processo de imobilizagdo, o que indica a

nao ocorréncia de uma reagao de autolise degradando as enzimas presentes no meio.

Além disso, é possivel afirmar que apds o tempo de 90 min ndo houve uma
variagao significativa da atividade do sobrenadante, indicando que o maximo de
proteinas foram imobilizadas, resultando em 46% de rendimento de imobilizagdo das

proteases na agarose modificada com glutaraldeido.
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Para o outro suporte avaliado (Figura 11), o poli(estireno-co-divinilbenzeno),
obtiveram-se resultados semelhantes da agarose quanto ao rendimento de
imobilizacao, alcangando apds 15 horas um total de 49% de migracao para o suporte.
Nesse caso também nao ha uma queda consideravel na atividade do controle apds
as 15 horas, indicando que nao houve perda na atividade do sobrenadante durante a

imobilizagdo também.

Figura 11 - Gréfico da atividade do sobrenadante do extrato imobilizado em relagdo ao

extrato submetido as mesmas condigées.
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Fonte: préprio autor.

Além do tempo da etapa de imobilizagado, como comentado, outro fator avaliado
foi a agitagao durante essa etapa. Portanto, com o tempo do processo de imobilizagao
definido para cada etapa, foi avaliado duas condi¢des de agitagdo: uma mais suave,
a 80 RPM; e outra maior, a 190 RPM. Esse aumento na agitacéo teve como objetivo

promover a interacio entre as proteinas e os suportes.
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Como resultado, observou-se um aumento significativo na migragéo da enzima
para a agarose e para o Diaion® HP-20, conforme mostrado na Tabela 4. Esse
aumento na migragao foi avaliado pela determinagao do rendimento de imobilizagéo
(item 3.6.3), que considera a atividade proteolitica do extrato enzimatico antes e apds
a imobilizagdo. A reducado da atividade durante a reagcdo de imobilizagdo indica que
as proteinas de interesse migraram para o suporte. O maior rendimento de
imobilizacdo obtido a 190 rpm pode ser atribuido ao aumento na velocidade de

agitacao, levando a uma interagdo mais intensa entre as enzimas e o suporte.

Tabela 4 - Rendimento de imobilizagéo de proteases em Agarose ativada com Glutaraldeido e Diaion®

HP-20 antes e ap6s modificagdo na agitacao durante os processos de imobilizagéo.

Rendimento de imobilizagéo (%)

Suporte
80 RPM 190 RPM

Agarose

46 74
6BCL

Diaion® HP-
49 89
20

Fonte: préprio autor.

No primeiro teste de imobilizagao (80 rpm), o rendimento foi superior a 40%
para ambos os suportes. Esse valor foi inferior ao obtido com enzimas comerciais,
conforme relatado por Bassan et al. (2016), que alcangaram rendimentos superiores
a 80% na imobilizacdo da protease tripsina na agarose 6BCL. No entanto, esses
baixos rendimentos ja eram esperados, pois extratos vegetais sdo conhecidos por
conter outros compostos, como proteinas, que podem dificultar a migracdo das
enzimas de interesse para o suporte (Patil e Rathod, 2021). Porém, quando
comparado com rendimentos obtidos de imobilizacbes de proteases de outros
extratos vegetais, os rendimentos iniciais de imobilizagao foram superiores. Lamas et
al. (2001), ao imobilizar proteases derivadas de Cynara cardunculus em agarose

6BCL modificada com glutaraldeido, obtiveram um rendimento de apenas 30%.



50

Esse rendimento maior observado para a imobilizagdo proposta neste trabalho
pode indicar uma maior interacdo entre as proteases de B. fastuosa e o
polissacarideo, demonstrando o seu potencial para aplicagdes industriais, ja que
quanto maior for o rendimento de imobilizagao, provavelmente maior sera a atividade

desse derivado imobilizado.

Outra possivel explicagdo dos rendimentos obtidos pode estar associada ao
meétodo de extracido das enzimas de interesse. O extrato de C. cardunculus foi obtido
por meio de um sistema aquoso bifasico, resultando na presenga de contaminantes
no meio, o que pode ter dificultado a migragao das proteases para o suporte (Lamas
et al.,, 2001). Como no presente trabalh, o extrato enzimatico apresentou baixa
concentracdo de proteinas contaminantes, conforme confirmado pela eletroforese,
pode ter ocorrido uma maior migracado das proteases para 0s suportes, sem a

concorréncia com outras proteinas.

Além disso, para ambos os suportes, o aumento da velocidade de agitagcao
durante a imobilizagéo foi favoravel, resultando em um rendimento de 74% para a
agarose 6BCL ativada com glutaraldeido e 89% para o Diaion® HP-20. Esses
resultados demonstram que tanto os materiais quanto os processos de imobilizacao
foram adequados e eficazes. Com o aumento da velocidade de agitagao, foi possivel
alcancgar um rendimento semelhante ao obtido por Bassan (2016), que imobilizou uma
protease comercial na agarose 6BCL. Esse resultado é relevante, pois, como ja
mencionado, enzimas obtidas de fontes ndo comerciais, como vegetais ou
microrganismos, geralmente contém proteinas contaminantes, que podem competir
com as enzimas de interesse durante a imobilizacdo (Brigida et al., 2023). Essa
competicdo ndo ocorre com extratos enzimaticos comerciais, que ndo apresentam
outras proteinas ou contaminantes. Dessa forma, alcancar rendimentos de
imobilizagdo préximos aos obtidos com enzimas comerciais, reforgam ainda mais o

potencial desses biocatalisadores.

Por fim, comparando os dois derivados imobilizados e seus processos de

obtencdo, nota-se que o Diaion® HP-20, neste estudo, ele proporcionou um
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rendimento de imobilizacdo 16% superior ao da agarose (Tabela 4), que ja é
amplamente utilizada para imobilizacdo de proteases em estudos anteriores (Tacias-
Pascacio et al., 2021). Esses resultados demonstram o potencial do Diaion® HP-20

como suporte para enzimas hidrofilicas, com uma afinidade superior a esperada.

Comparado a agarose, o Diaion® HP-20 ndo requer multiplas etapas para
modificagcado de seus grupos reativos, pois a imobilizagdo ocorre por adsorgao fisica
(Fig. 12). Na adsorcgao fisica, as enzimas interagem principalmente por ligagdes fracas
com 0s grupos quimicos presentes na superficie do suporte (Freitas et al., 2024). Ja
na imobilizacdo em agarose, o polissacarideo passa por diversas etapas complexas
de ativacéo, e as enzimas s&o ligadas covalentemente ao suporte (Bassan et al.,
2016). Assim, considerando que o Diaion® HP-20 nao passou por modificagdes na
superficie, pode-se afirmar que seu maior rendimento esta relacionado a sua maior

afinidade com proteases.

Figura 12 - Comparativo entre as etapas de imobilizagdo nos dois suportes.

AGAROSE 6BCL -
GLUTARALDEIDO

Ativagao do Modificagédo Funcionalizac
suporte com com unclonaiizagao Etapa de
grupamentos grupamentos | tcoerO.d imobilizacéo
glioxil amina glutaraldeido
Tempo total: 39 horas
DIAION HP-20
Secagem do Hidratac&o Etapa de
suporte do suporte Imobilizacédo

Tempo total: 34 horas
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Fonte: préprio autor.

Outra vantagem do Diaion® HP-20 € que o derivado imobilizado apresentou
maior atividade em comparagéo a agarose ativada com glutaraldeido. Os derivados
obtidos com o polissacarideo apresentaram uma atividade hidrolitica de 2,9 U/g,
enquanto aqueles obtidos com o copolimero atingiram 3,9 U/g, representando um
aumento de 25%. Essa diferenga significativa pode estar relacionada ao tipo de
interagdo entre as enzimas e o suporte, conforme mencionado anteriormente. Como
o Diaion® HP-20 nao passa por nenhuma modificagao superficial, as interagcdes entre
enzimas e suporte sdo fracas. Consequentemente, ndo ha ligacbes fortes que
possam alterar a conformagdo ou o sitio ativo da enzima (Boudrant et al., 2020;
Remonatto et al., 2018).

De forma geral, o maior rendimento de imobilizacdo e a maior atividade
hidrolitica obtidos com o uso do Diaion® HP-20 destacam o potencial inédito desse
suporte na imobilizacdo de proteases e, possivelmente, de outras enzimas
hidrofilicas. Com poucos testes, foi possivel imobilizar com sucesso o catalisador e
obter resultados similares aos da agarose, que € amplamente utilizada para a

imobilizacdo de proteases.

Em relagdo a esse suporte, € importante destacar que ndo s&o encontrados na
literatura trabalhos de imobilizagao de proteases. Assim, a obtencgao de tais resultados
de rendimento e de atividade proteolitica quando comparados a da Agarose,
demonstram o grande potencial do poli(estireno-co-divinilbenzeno) para imobilizacao

de enzimas.

5.5. Caracterizagao do extrato enzimatico

Os parametros de atuagdo das enzimas podem mudar com a imobilizacio.
Pois esses parametros estdo associados as condi¢des ambientais nas quais as
enzimas sao aplicadas, possivelmente afetando a estrutura da enzima e a capacidade

catalitica (Remonatto et al., 2021). Assim, a etapa seguinte foi a caracterizagao das
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proteases presentes no extrato enzimatico proveniente da polpa do gravata e dos

derivados imobilizados obtidos.

5.5.1. Determinagao do pH étimo

O primeiro parametro avaliado foi o pH. N&o foi possivel avaliar o
comportamento do extrato em uma faixa de pH maior devido a desnaturagdo do
substrato. Tal desnaturagdo foi evidenciada pela formagdo de agregados e
precipitacdo (Dalgleish, 1982), ndo permitindo sua solubilizagcdo no tampé&o para a

realizagcao dos experimentos.

Figura 13 - pH 6timos das proteases no extrato enzimatico e nos derivados imobilizados.
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Fonte: préprio autor.

Conforme ilustrado na figura 13, houve um pico de atividade catalitica proximo
ao pH 7,0, com uma reducgao acentuada em niveis de pH mais altos tanto no extrato
enzimatico quanto nos derivados imobilizados. Os resultados do extrato bruto estao
de acordo com os de Cabral et al. (2006), que, ao extrair e caracterizar a fastuosaina,



54

observaram atividade proteolitica maxima préximo ao pH 7,0. Esse comportamento é
semelhante ao observado para cisteino proteases comerciais de origem vegetal,
como a bromelaina e a papaina, que apresentam alta atividade préxima ao pH neutro.
Essas proteases também apresentam semelhancas as de B. fastuosa em relagao a
estrutura e sequéncia de aminoacidos (Cabral et al., 2006; Gurumallesh et al., 2019;
Gagaoua et al., 2021).

Os derivados imobilizados apresentaram comportamento semelhante as
proteases presentes nos extratos enzimaticos, atingindo atividade maxima em pH 7
(figura 13). Esse resultado confirma que a imobilizacdo ndo resultou em alteragbes
conformacionais que pudessem ter alterado o ponto de conversdao maxima do
substrato em produto. Entretanto, em valores de pH mais altos, a diminuigcdo da
atividade foi menos acentuada. Em pH 7,5, a atividade catalitica dos derivados foi
superior a 70% daquela obtida no pH étimo (pH 7,0). Esse comportamento é esperado
para enzimas imobilizadas, visto que a imobilizagdo diminui o acesso dos
componentes do meio a enzima, aumentando os problemas associados a
transferéncia de massa (Bilal et al., 2019; Zdarta et al., 2018; Tacias-Pascacio et al.,
2021). Como resultado, o impacto desses compostos nas enzimas € minimizado,
permitindo que as proteases imobilizadas resistam e permanecam ativas em
condi¢des mais alcalinas. Em meio acido, a atividade dos derivados imobilizados foi
menor que a das proteases soluveis. Esse fato pode ser atribuido ao processo de
imobilizacao: o confinamento do catalisador ao suporte pode modificar a conformacgao
da enzima, prejudicando o desempenho nessa faixa de pH (Tavano et al., 2018).
Entretanto, para o derivado de Agarose, foi observado um aumento no pH 8,0. Esse
comportamento pode estar associado a desnaturagdo do substrato devido ao pH
avaliado, indicando que houve degradacao da caseina e liberagdo de aminoacidos no
meio, o que pode ter resultado em um falso aumento da atividade neste ponto
(Dalgleish, 1982).

Por fim, comparando o comportamento dos derivados imobilizados nos
diversos valores de pH, nota-se novamente que as proteases associadas ao Diaion®
se destacam. Em condigbes alcalinas, as enzimas imobilizadas no copolimero

apresentaram 90% da atividade maxima. Comportamento semelhante foi observado
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nas condi¢cdes mais acidas. As proteases imobilizadas em Diaion® HP-20 mantiveram
21% mais atividade do que aquelas imobilizadas em agarose. Esses resultados sao
ainda mais relevantes, dado que o copolimero ainda nao havia sido aplicado na
imobilizagdo de proteases. Ndo apenas a imobilizagdo foi bem-sucedida, mas a
capacidade catalitica dos derivados também foi superior a observada ao usar agarose

como suporte.

5.5.2. Determinagao da temperatura 6tima

A analise seguinte teve como objetivo determinar a faixa de temperatura 6tima

dos derivados imobilizados. Os resultados sdo mostrados na figura 14.

Figura 14 - Temperaturas 6timas das proteases no extrato enzimatico e nos derivados

imobilizados.
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Assim, a atividade maxima foi alcancada a 55 °C para proteases presentes no
extrato enzimatico e em temperaturas ainda mais altas para derivados imobilizados.
Na faixa de 55 a 70 °C, houve uma variagao minima na atividade enzimatica do
extrato, permanecendo alta. Esta descoberta demonstra o potencial do extrato de B.

fastuosa para aplicagcdes em altas temperaturas.

Ademais, as cisteino proteases possuem a capacidade de manter a atividade
proteolitica em altas temperaturas, como a bromelaina e a papaina, que também

apresentam atividade em temperaturas de até 80 °C (Gurumallesh et al., 2019).

Com isso, ao comparar os resultados ao estudo realizado por Cabral (2005),
observa-se uma semelhanga na temperatura 6tima, uma vez que este autor também
obteve a atividade maxima em 55°C para a fastuosaina, que como mencionado,
possui caracteristicas semelhantes ao relatado para outras proteases vegetais como
bromelinas. No estudo realizado por Vallés e colaboradores (2018), por exemplo, as
peptidases presentes na Bromelia antiacantha também forneceram valores de pH
6timo proximo ao neutro e temperatura 6tima préximo ao das proteases presentes no

extrato enzimatico.

No geral, os resultados também demonstram o potencial dos derivados
imobilizados para aplicagbes cataliticas. Ja que € esperado que o0 processo de
imobilizagdo reduza o impacto das condicbes de reagcao, como o efeito da
temperatura, na atividade enzimatica (Remonatto et al., 2022a; do Nascimento et al.,
2024). Assim, foi observado que a imobilizagdo deslocou a faixa 6tima das proteases
avaliadas para temperaturas mais altas. A temperatura 6tima das proteases foi de 55
°C e a do derivado de agarose foi de 65 °C, com atividade se mantendo préxima de

90% até 75 °C e reduzindo para 50% ao alcangar 80 °C.

Ja o derivado imobilizado do Diaion® HP-20 teve uma temperatura 6tima em
60 °C, mas mostrou uma reducao acentuada na atividade em temperaturas mais altas
(12% a 65 °C) e mais baixas (10% a 55 °C), sendo menor do que a das proteases

soluveis. Essa mudanca no comportamento do catalisador em temperaturas mais
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altas pode ser atribuida ao método de imobilizagdo, ja que a adsorgao fisica resulta
em interagdes fracas entre a enzima e o suporte em comparagdo com a ligagao
covalente . Assim, em condi¢cdes extremas de temperatura, o derivado pode sofrer
dissociagdo, dadas as ligacbes mais fracas entre os componentes (Furlani et al.,
2020).

5.5.3. Estabilidade ao pH

A partir da determinacéo do pH 6timo, foram escolhidos os 3 valores de pH em
que a atividade foi superior a 80% para avaliar os efeitos do pH nas proteases
presentes no extrato e nos derivados imobilizados ao longo do tempo. apds a
realizagdo do experimento, foi construido o grafico apresentado na figura 15 que
apresenta a relacdo da atividade das proteases do extrato e dos derivados

imobilizados nos valores de pH de 6, 6,5 e 7 ao longo de 8 horas.

Figura 15 - Estabilidade ao pH das proteases presentes no extrato enzimatico e dos

derivados imobilizados.
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Fonte: Préprio autor.

Inicialmente é perceptivel que tanto para os valores de 6 e 6,5, mesmo n&o
representando a atividade maxima das proteases presentes no extrato enzimatico, a
estabilidade dos catalisadores se manteve elevada, com 72% para o pH 6 e 83% para
o 6,5 apos o experimento. Tal efeito ndo é observado no ensaio com o pH 7, que
resultou em uma queda de mais de 50 % em metade do tempo (4 horas), atingindo
12% da atividade inicial ao fim das 8 horas, mesmo sendo o valor de pH com maxima
atividade da enzima. Isso indica que para a sua aplicagdo em reacgdes de longa
duragdo, 0 seu emprego possa ser em condigcdes mais acidas, ja que ainda sim

apresentam atividades elevadas e conseguem manté-las.

No entanto, para ambos os suportes empregados, observa-se que a
imobilizagao nao resultou em uma melhora na estabilidade em relagao a faixa de pH

testada, causando até uma queda mais rapida da atividade proteolitica.

5.5.4. Estabilidade Térmica

Quanto a estabilidade térmica das proteases presentes no extrato enzimatico,
o grafico na figura 16 apresenta os resultados obtidos. Assim como na estabilidade
ao pH, foram selecionados os valores de temperatura que mantiveram a atividade
acima de 80%, sendo os valores de 55°C, 60°C e 65°C.
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Figura 16 - Estabilidade térmica das proteases presentes no extrato enzimatico e dos

derivados imobilizados.
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Fonte: Préprio autor.

Neste caso, os resultados apontam uma maior influéncia da temperatura nas
proteases presentes no extrato proveniente da polpa do Gravata, ja que o tempo total
do ensaio foi de apenas 2 horas, promovendo quase a total inativagao das enzimas.
Também se observaram quedas maiores na atividade, resultando em uma perda de
quase 50% em apenas 15 minutos de exposi¢céo nas diferentes temperaturas. Isso
sugere que tais temperaturas, mesmo que representem maiores conversdes do
substrato (maxima atividade proteolitica), ndo séo indicadas para reagdes de longa
duracdo. O mesmo efeito € observado para os derivados imobilizados, no entanto,

nesse caso, a queda foi de 100% da atividade.

Para os derivados imobilizados, observou-se que apos os primeiros 15
minutos, a atividade também caiu para 0. Dessa forma, tal problematica indica que
para manter a estabilidade do extrato enzimatico e para os derivados imobilizados, é

interessante que sejam empregadas menores faixas de temperatura para a realizagao
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do estudo, como no realizado por Cabral (2005). Este autor observou que para valores
menores de temperatura (25°C, 37°C e 45°C) a atividade se manteve estavel acima
de 80% por até 3 horas. Além disso, comparando-se os dados obtidos neste trabalho
ao de Cabral (2005), também nota-se que a estabilidade térmica (65°C) da
fastuosaina forneceu comportamento semelhante, uma vez que apds 2 horas de
exposicao nesta temperatura, a atividade proteolitica atingiu valores extremamente
baixos. Assim, tanto para as proteases presentes no extrato, quanto para os derivados
imobilizados, avaliar sua estabilidade em condicdes mais brandas, como as
apresentadas por Cabral (2005), pode resultar em um melhor entendimento dos

comportamentos desses biocatalisadores.

5.5.5. Determinacao dos parametros cinéticos (Km € Vmax)

O Km e Vmax do extrato bruto e derivados imobilizados foram determinados para
entender melhor os efeitos da imobilizagdo na atividade proteolitica. A cinética da

reagao é descrita na figura 17.
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Figura 17 - Grafico do modelo cinético das proteases no extrato enzimatico e dos derivados

imobilizados para determinagdo de Km e Vmax.
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Fonte: préprio autor.

O ajuste do modelo cinético (modelo lineweaver-burk) aos dados experimentais
(figura 17) forneceu coeficientes de determinacao (R2) de 0,9877 para enzimas
soluveis, 0,9974 para enzimas imobilizadas em Diaion® HP-20 e 0,9921 para enzimas
imobilizadas em agarose. Os parametros cinéticos Km € Vmax para proteases soluveis

e imobilizadas foram determinados usando o modelo (Tabela 5).

Tabela 5 - Pardmetros cinéticos das proteases presentes no extrato enzimatico e derivados

imobilizados.
Km (umol) .
(umol.min-t)
Extrato enzimatico 0,115 0,046
Agarose 6BCL 0,143 0,043
Diaion® HP-20 0,074 0,029
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Fonte: préprio autor.

O uso de agarose ativada por glutaraldeido ndo forneceu mudangas
consideraveis nos parametros cinéticos, indicando nenhuma mudanca na
conformagao da enzima ou no sitio catalitico durante o processo de imobilizagéo. Tal
resultado € interessante, ja que demonstra que o processo de imobilizagdo nao afetou
a enzima e sua capacidade catalitica, que continua atuando de forma semelhante de
guando esta no extrato enzimatico, sofrendo apenas dos efeitos de transferéncia de
massa e de energia, caracteristicos de derivados imobilizados, que foram

apresentados na caracterizagao dos parametros 6timos nos itens 4.5.1 € 4.5.2.

Em contraste, a imobilizagdo no Diaion® HP-20 resultou em uma diminuigcéo
em Km € Vmax em comparacao com o extrato enzimatico. Um Km menor indica que as
proteases imobilizadas requerem uma concentracdo menor de substrato para atingir
metade de sua velocidade maxima, representando uma maior afinidade com o
substrato (Remonatto et al., 2021; Abdella; Ahmed; Hassan, 2023). Uma hipdtese
para essa maior afinidade € que a imobilizagao serviu como uma etapa de purificacao,
separando e concentrando as enzimas de interesse enquanto eliminava
contaminantes que poderiam interromper a interagdo do substrato com o

biocatalisador (Troncoso; Sanchez; Ferreira, 2022).

5.6. Hidrolise do soro do leite

Por fim, para confirmar o potencial para hidrolisar substratos proteicos, as
proteases do Gravata foram empregadas como catalisadores na reacao de hidrélise
do soro do leite. O perfil proteico dos produtos formados pode ser visualizado na
eletroforese (Figura 18), em que S € o soro do leite antes da reacao, E é o produto da
reacao empregando o extrato enzimatico, A é o produto da reagédo com o derivado
imobilizado da Agarose e D o produto usando o derivado com Diaion®. Além disso,
as analises apresentadas em S’, E’, A’ e D’ representam as amostras concentradas

(4x) com um corte em 10 kDa.
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Figura 18 - Eletroforese do soro do leite e dos hidrolisados obtidos das rea¢cdes com o extrato

enzimatico e as proteases imobilizadas.
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Fonte: Préprio autor.

Sendo assim, ao observar os resultados obtidos, € possivel concluir que as
proteases estudadas nesse projeto foram capazes de hidrolisar o substrato ofertado
(soro de leite bovino). Isso se deve ao fato de que quando comparado o perfil do
substrato (S e S’) com os outros perfis, nota-se que o primeiro possui diversas bandas
ao longo de todo o gel, o que é esperado, ja que é conhecido diversas proteinas
presentes no leite que se encontram nessas bandas, como a soro albumina entre os
75 e 63 kDa, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina entre 20 e 11 kDa (Bassan, 2015;
Mazorra — Manzano et al., 2020). Tais bandas ndo aparecem ou apresentam-se
menores nos perfis com os produtos hidrolisados (E, A, D, E’, A e D’), indicando que

sim a hidrélise dessas proteinas.

Esse resultado é mais perceptivel em E e E’, em que nota-se um clareamento
das bandas das proteinas com maior peso molecular e um acumulo de proteinas na
parte do gel em que encontram-se proteinas de menor peso molecular. Entretanto, ao
avaliar os perfis A, D, A e D, referentes aos derivados imobilizados, percebe-se o

desaparecimento de quase todas as bandas proteicas quando comparados ao soro
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bovino antes da reagao (S ou S’). Isso indica que houve a hidrolise das proteinas do
soro do leite, sendo possivel visualizar apenas uma pequena banda na faixa de 20 a
11 kDa. Este resultado esta de acordo com literatura, que prevé uma resisténcia das

proteinas nessa faixa de serem hidrolisadas (Mazorra — Manzano et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Ao fim do estudo, foi possivel confirmar o potencial da Bromelia fastuosa como
fonte de proteases. Os resultados demonstraram que o extrato enzimatico obtido da
polpa do fruto apresentou a maior atividade proteolitica e concentragcédo de proteinas,
além da menor quantidade de contaminantes em comparagao aos demais extratos
avaliados. A caracterizacdo enzimatica revelou que as proteases presentes nesse
extrato exibiram propriedades térmicas, de pH e parametros cinéticos compativeis
com proteases amplamente utilizadas comercialmente. A avaliagdo dos suportes
empregados para imobilizagado (agarose e Diaion® HP-20) indicou que ambas as
metodologias foram eficazes, resultando em derivados imobilizados com atividade
hidrolitica semelhante a das proteases na forma livre. Destaca-se que o Diaion® HP-
20 apresentou desempenho superior, principalmente por ser sua primeira aplicagao
na imobilizacdo de proteases. Esse suporte demonstrou alta eficiéncia na
imobilizagdo e manteve boa atividade catalitica em comparagdo a agarose 6BCL,
amplamente utilizada para esse fim. Além disso, o Diaion® HP-20 exigiu menos
etapas e reagentes para a imobilizagdo por adsorcao fisica e apresentou maior
afinidade com o substrato, ressaltando seu potencial como suporte promissor para
outras enzimas. Ademais, tanto as proteases no extrato enzimatico quanto na forma
imobilizada mostraram-se promissoras na hidrélise de substratos proteicos, como o
soro de leite. Assim, os resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnolégico do
fruto de B. fastuosa e de suas proteases, bem como a viabilidade dos suportes

avaliados, para aplicagdes industriais, especialmente na hidrdlise de proteinas.
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ANEXO A - Artigo desenvolvido a partir do trabalho de concluséao de

curso

A partir do trabalho realizado nesse estudo, desenvolvemos um artigo académico que
estd em processo de submissdo para publicacdo em periédico cientifico (Biocatalyst and
Biotransformation). Esse artigo (manuscrito anexado abaixo) apresenta e discute os
principais resultados obtidos, destacando a relevancia e o potencial das proteases
provenientes da Bromelia fastuosa e de seus derivados imobilizados, contribuindo para o

avango do conhecimento no enzimologia industrial.
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Abstract

Proteases catalyze protein cleavage by hydrolyzing peptide bonds, releasing peptides
and amino acids. Plant-derived cysteine proteases, such as papain, are commonly used in the
food and pharmaceutical industries for applications like bioactive peptide production and food
supplementation. This study investigated Bromelia fastuosa fruit as a potential source of
proteases for enzyme immobilization. Enzymatic extracts were prepared from different parts
of the fruit, with the pulp extract demonstrating the highest enzymatic activity (23% higher
than other extracts), protein concentration, and lower contaminant levels, making it suitable for
further experiments. Two enzyme supports were evaluated: agarose 6BCL and a styrene—
divinylbenzene copolymer (Diaion® HP-20). Both supports successfully immobilized
proteases, achieving yields comparable to those of commercial enzymes (74% for agarose
6BCL and 89% for Diaion® HP-20). Diaion® HP-20 stood out for its superior performance,
providing higher immobilization yield and catalytic activity compared to agarose 6BCL, a
widely used support system for enzyme immobilization. Additionally, immobilization with the
copolymer required fewer steps and reagents, highlighting its potential as a superior support
for enzymes like proteases. Overall, the findings suggest that B. fastuosa is a promising source
of proteases for industrial applications and that Diaion® HP-20 is a viable immobilization
support for its proteases. The copolymer demonstrated significant advantages over a well-
established support system, particularly in terms of preparation simplicity and immobilization

efficiency.

Keywords: Proteases; Bromelia fastuosa; immobilization; Diaion® HP-20; agarose

6BCL.
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1. Introduction

Proteases are enzymes that catalyze protein cleavage reactions via hydrolysis of peptide
bonds, resulting in the release of peptides and amino acids. This class of enzymes accounts for
approximately 60% of the global enzyme market (Sebastian et al., 2018; Troncoso, Sanchez,
and Ferreira, 2022). Such representativeness stems from their broad range of applications in
various industries, including medical and pharmaceutical sectors, where proteases find use in
the treatment of diabetes, glaucoma, and cartilage lesions (Dhillon et al., 2017; Gurumallesh et

al., 2019).

Cysteine proteases, enzymes primarily of plant origin (Bolivar et al., 2023), constitute
one of the most important subclasses of proteases in industrial settings. Two renowned
examples of plant-derived proteases are papain and bromelain, the former derived from papaya
(Carica papaya) and the latter from pineapple (Ananas comosus). Both enzymes have multiple
applications in the food industry (Troncoso, Sanchez, and Ferreira, 2022; Hassan, Haque, and
Rahman, 2022). The family Bromeliaceae, from which bromelains are extracted, is a well-
known source of industrially relevant proteases. Widely distributed in tropical countries, such
as Brazil, this family is characterized by ample variation of morphological characters,
encompassing several genera and species commonly known as bromeliads, caraguatas, and
gravatas (Krumreich et al., 2015; Eguiluz et al., 2019). B. fastuosa is one of the members of
the family Bromeliaceae known in Brazil as gravatd. It is used in traditional medicine in the
preparation of syrups for the treatment of bronchitis and asthma and as a vermifuge. This
species contains fastuosain, a cysteine protease that exhibits several interesting characteristics,
such as high catalytic activity, optimal pH close to neutral (between 6.5 and 7), and tolerance
to mild temperature conditions (Cabral et al., 2006; Gurumallesh et al., 2019). Despite sharing

these key characteristics with commercial enzymes, fastuosain has been the subject of a single
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scientific investigation to date. Garcia et al. (2009) extracted, purified, and used the enzyme to
modify the maturation time of Prato cheese, which resulted in a product with reduced fat
content. The authors reported that fastuosain not only reduced maturation time but also
improved the physicochemical properties of Prato cheese, demonstrating great potential in the

dairy industry.

Even within the food industry, the use of cysteine proteases for protein hydrolysis and
modification of the properties of food matrices remains confined to a few products of interest.
One example is the production of bioactive peptides, which have been demonstrated to offer
health benefits. However, synthesis via enzymatic routes is often expensive (Tavano et al.,
2018; Gurumallesh et al., 2019). For enzymatic reactions to become economically viable, it is
often necessary to immobilize enzymes on an adequate support. Immobilization consists of
confining enzymes within a physical matrix or onto a support material. The main objectives of
the process are to enhance enzyme stability by improving mechanical strength and thermal
resistance. Another notable advantage is that immobilization allows for easy separation of the
catalyst from the reaction medium. Thus, the enzyme can be reused over several cycles,
generating cost savings (Lyu et al., 2021; Basso and Serban, 2019; Tacias-Pascacio et al., 2021).
In the case of proteases, immobilization makes it possible to hydrolyze liquid substrates and
minimizes an intrinsic problem of this class, namely autolysis. Immobilized proteases have
been applied for the production of protein hydrolysates with beneficial health properties from
by-products of the food industry (Tavano et al., 2018; Bilal et al., 2024; Morellon-Sterling et

al., 2022).

A crucial factor influencing the success of enzyme immobilization is the choice of support
material. Understanding its physical, chemical, and morphological properties is essential to

prevent problems related to poor enzyme adhesion and potential conformational changes, which



79

could lead to decreased catalytic activity (Zdarta et al., 2018; Furlani et al., 2020). Agarose is a
well-consolidated non-porous support for protease immobilization. This polysaccharide is
widely used for covalent immobilization due to its ease of activation, supported by numerous
modification protocols based on different functionalization groups (Lopes et al., 2020; Bassan
et al., 2016; Tacias-Pascacio et al., 2021). This type of immobilization employed (covalent
bonds) consists of a reaction between functional groups, such as amino and carboxyl groups,
present on the surface of the support and the amino acids of the proteins. Thus, these bonds
between the support and the catalyst can provide greater stability to the molecule, making its
dissociation from the material more difficult and facilitating its reuse (Remonatto et al., 2021,
2022a). However, this method can lead to a decrease in the enzyme's catalytic activity when the
covalent bond results in some modification of its catalytic site or increases the difficulty for the

substrate to access it (Liu; Chen; Shi, 2019; Domingues et al., 2022).

Styrene—divinylbenzene (Diaion® HP-20), originally developed as a porous matrix for
chromatographic purification (Chou et al., 2015), is also an interesting material for enzyme
immobilization. There are reports of its use for the immobilization of enzymes that act on
hydrophobic substrates, such as lipases (Freitas et al., 2024; Miotti et al., 2024). However, to
date, no study has assessed the suitability of Diaion® HP-20 as an immobilization support for
other classes of enzymes, such as proteases, although one study used the copolymer for
adsorption purification of proteases from microbial cultures (Joo and Choi, 2012). Thus, for
this type of immobilization (physical adsorption), the association of the enzyme with the
support is achieved through weaker interactions than covalent bonds, such as electrostatic,
hydrophobic interactions, hydrogen bonds, and van der Waals forces (Remonatto et al., 2022b).
This type of immobilization, as it does not require activation steps for the support, is generally

faster and less costly to execute, and it does not significantly affect the enzyme's catalytic
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capacity, although it may result in lower enzyme stability on the support (Freitas et al., 2024;

Mokhtar et al., 2020).

In view of the foregoing, this study aiming to assessed the potential of B. fastuosa as a
novel source of proteases with similar characteristics to commercial enzymes used in industrial
applications, such as bromelains and papain. Additionally, B. fastuosa enzymatic extract was
immobilized on two supports, including a well-consolidated immobilization platform for
proteases (agarose) and a little-explored material in the field of protease immobilization
(Diaion® HP-20). The latter stands out for its well-established use in the immobilization of
enzymes through physical adsorption, resulting in a more cost-effective process due to fewer
steps required for obtaining the immobilized derivative, and consequently, lower costs. These
research efforts are expected to shed light on the potential of B. fastuosa proteases for future

applications in protein hydrolysis.

2. Materials and methods

2.1. Collection of B. fastuosa fruits

B. fastuosa fruits were collected in Araraquara, Sdo Paulo State, Brazil. The plant material

was washed, sanitized, placed in plastic bags, and stored at —20 °C.

2.2. Enzyme extraction

Frozen fruits were cut and ground for 2 min in a blender in 0.2 M Mcllvaine buffer (pH
4.5) containing 5 mM EDTA and 5 mM cysteine. The sample/solution ratio was 1 g to 5 mL.
The resulting mixture was filtered through gauze. Subsequently, the filtrates were transferred
to Falcon tubes and centrifuged at 9000 x g and 4 °C for 30 min. The supernatant (enzymatic
extracts) was frozen at —20 °C (Cabral et al., 2006). The extraction procedure is illustrated in

Fig. 1.
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Fig. 1

2.3. Determination of protein content

The protein content of enzymatic extracts was determined by the Bradford method (1976).

2.4. Determination of proteolytic activity

Proteolytic activity was measured following the protocol of Sarath et al. (2001) but using
1% casein solution as substrate, as proposed by Cabral (2005), with some modifications (Fig.
2). First, 800 uL of 1% casein and 50 pL of 0.2 M Mcllvaine buffer, pH 7, were pipetted into 2
mL microtubes and incubated at 37 °C for 10 min. The enzyme extract was added, and tubes
were incubated at 37 °C under stirring in a thermostatic bath for 10 min. At the end of
incubation, 600 pL of 10% trichloroacetic acid solution was added to stop the reaction. A blank
was prepared by adding 10% trichloroacetic acid solution immediately after the addition of the
enzyme extract. All enzyme assays were stored overnight in a refrigerator at 1 °C. Then,
samples were centrifuged (Eppendorf 5415 D) at 5000 x g for 20 min. The supernatant was
filtered and subjected to absorbance reading at 280 nm on a spectrophotometer. Total proteolytic
activity was quantified by comparison against a standard curve of tyrosine (y = 1308.5x +

0.0079, R? = 0.9995) (Cabral, 2005; Garcia et al., 2009).

Fig. 2

2.5. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The protein profile of the enzyme extract selected for immobilization was evaluated by

SDS-PAGE (Laemmli, 1970). For this, 5% and 12% polyacrylamide gels were used for stacking
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and separation, respectively. Band sizes were identified by comparison against the Sigma—

Aldrich® BLUeye ladder.

2.6. Protease immobilization

2.6.1. Protease immobilization on glutaraldehyde-activated agarose 6BCL

Agarose was activated with glutaraldehyde according to the one-point covalent
immobilization method described by Bassan (2016), depicted in Fig. 3. The first step was to
wash the agarose with deionized water at a ratio of 1 g of support to 1.45 mL of deionized water.
Then, 2.38 mL of 1.7 M sodium hydroxide (NaOH) solution containing 0.068 g of sodium
boron hydride (NaBH4) was added. The mixture was kept under stirring while 1.7 mL of
glycidol was slowly added dropwise. The mixture was placed under gentle stirring for 18 h,
being the first 2 h in an ice bath and the remaining 16 h at room temperature. The suspension
was filtered and washed with plenty of ultrapure water. Glyceryl-agarose was reacted with 100
mM sodium periodate (NalO4) in deionized water (2 mL and 8 mL, respectively, for every 1 g
of support) to obtain glyoxyl-agarose. This new mixture was placed under stirring for 2 h at

room temperature, filtered, and washed with ultrapure water.

After activation of agarose with glyoxyl groups, 5.71 mL of a 2 M ethylenediamine
solution, pH 10, was added for every 1 g of support. The mixture was kept under stirring for 2
h at room temperature. Then, 5.71 mg of NaBH4 was added to reduce the remaining aldehyde
groups to hydroxyls. The amino-agarose support obtained from this reaction was filtered and
washed with 100 mM sodium acetate buffer, pH 4, and plenty of deionized water. Finally, 1 g
of amino-agarose was homogenized in 2 mL of 200 mM phosphate buffer, pH 7, containing 3
mM glutaraldehyde for 15 h. The suspension was filtered, and the glutaraldehyde-agarose

support was abundantly washed with 25 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0. Immobilization
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was performed using an enzyme loading of 10 mg of protein for every 1 g of support. The
enzyme + protein mixture was placed under gentle stirring for 2 h. At the end of the incubation
period, the mixture was filtered, and the immobilized derivative was stored in a capped flask

under refrigeration (4 °C) until use.

Fig. 3

2.6.2. Protease immobilization on Diaion® HP-20

Extract proteases were immobilized on the styrene—divinylbenzene copolymer (Diaion®

HP-20) by physical adsorption, as shown in Fig. 4. According to the manufacturer, the polymer
has an average pore diameter of 290.00 A, a pore volume of 1.3 cm® g! and a specific surface
area of 590.00 m? g!. First, the support was oven-dried at ~100 °C for a minimum of 10 h. The
dry support was homogenized in 95% (w/w) ethanol at a ratio of 1 g of support to 5 mL of
alcohol. The suspension was incubated for 12 h at room temperature, filtered, and washed with
abundant deionized water. The particles resulting from this hydroalcoholic process were used
for enzyme immobilization. Protease immobilization by physical adsorption was performed
using the same enzymatic loading of 10 mg of protein for every 1 g of support. The mixture
was kept under stirring for 15 h and filtered. The immobilized derivative was stored in a capped

flask under refrigeration (4 °C) until use.

Fig. 4

2.6.3. Determination of immobilization yield



84

For assessment of the temporal evolution of immobilization processes, aliquots of the
supernatant were collected at predetermined intervals and evaluated for hydrolytic activity as
described in Section 2.4. A negative control was included in every immobilization reaction. The
negative control consisted of the enzyme solution without the addition of the support and was
subjected to the same conditions as the immobilization system. Furthermore, since this involves
the immobilization of proteases from a crude extract—an enzymatic extract containing several
proteins in its environment—the yield was calculated only by the proteolytic activity of the
supernatant and the control, without considering the protein content. This is because other
proteins may migrate to the support, leading to an overestimation of the yield (Bassan et al.,

2016). The immobilization yield was calculated using Eq. (1).

Aextract - Asu ernatant
Y = . x 100

Aextract

(1)

where Y is the immobilization yield (%), Aextact 1S the hydrolytic activity of the enzyme
extract at a given time, and Asupermatant 1S the hydrolytic activity of the reaction supernatant.

Hydrolytic activities are expressed in umol product min' g™! catalyst.
2.7. Enzymatic characterization of crude extract and immobilized derivatives
2.7.1. Determination of optimal conditions

The protease extract and immobilized derivatives were characterized for optimal pH (pH
range from 5.5 to 8, Mcllvaine buffer) and temperature (35 to 70 °C), using the hydrolytic
activity assay proposed by Sarath (2001), with modifications (Section 2.4). The amount of

sample used was 15 pL for the enzymatic extract and 10 mg for immobilized derivatives.

2.7.2. Assessment of kinetic parameters
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The kinetic parameters (Km and Vmax) of protease extract and immobilized derivatives
were investigated using casein solutions at different concentrations (0.05 to 0.5 mM) prepared
in Mcllvaine buffer, pH 7. Hydrolysate concentration was determined based on the hydrolytic
activity assay proposed by Sarath (2001), with modifications (Section 2.4). Finally, the

Lineweaver—Burk plot was used to linearize the data and estimate Ky and Viax.

3. Results and discussion

3.1. Selection of the best enzyme extract for immobilization

Initially, a study was carried out to determine which part of the fruit had the highest
concentration of proteases and define which extract should be subjected to immobilization.
Three extracts were prepared, one from the whole fruit, one from fruit peels, and one from the
pulp (Section 2.2). The protein content and enzymatic activity of each extract are presented in

Table 1.

Table 1.

It can be seen from the data in Table 1 that the pulp extract had the highest protein content.
This finding contrasts with the expectation that the protein content of the whole fruit extract
would be higher than that of the pulp extract. A possible explanation for this result is the binding
of compounds found in the fruit peel with proteins during extraction and their subsequent
separation from the supernatant after the centrifugation step. Of note, the supernatant is the
fraction where the proteins of interest are found. This hypothesis is reinforced by the results of
proteolytic activity. The activity of the pulp extract was 23.27% higher than that of the whole

fruit extract and 61.23% higher than of the peel extract. Thus, the low activity of the other
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extracts suggests the presence of interfering compounds that might have reacted with proteins

of interest (proteases).

SDS-PAGE was conducted to identify proteins of interest and confirm which extract had
the greatest proteolytic potential. As can be seen from Fig. 5, the protein profile of extracts is
characterized by three clearly visible bands, two at about 25 kDa and one just below 11 kDa.
The presence of large quantities of proteins in the 25 kDa range is in line with the results of
Cabral (2005), who extracted and characterized the 25 kDa protease fastuosain from B. fastuosa
fruits. The presence of this enzyme in the extracts prepared here is a promising finding, given
that fastuosain possesses similar characteristics to commercial proteases, such as high
proteolytic activity, tolerance to mild temperatures, and optimal pH close to neutral

(Gurumallesh et al., 2019).

Comparison of protein profiles between extracts revealed differences in protein
concentration for the 25 and 11 kDa bands, in agreement with the protein contents presented in
Table 1. The presence of only a few bands is another indication that other proteins and
compounds were removed during extraction. With this, proteases have greater chances of
binding to the support in the immobilization reaction. The protein profile of crude extracts is
advantageous for downstream steps. Extract preparation separated enzymes from contaminants,
even without specific purification procedures. As the crude extracts had low concentrations of
unwanted proteins, the immobilization reaction might contribute to enhancing purification,
possibly resulting in higher immobilization yields (Remonatto et al., 2022a; Morellon-Sterling

et al., 2022).

Therefore, the enzyme extract from B. fastuosa pulp was the most viable for use in
immobilization, given its higher protease concentration, greater proteolytic activity, and lower

contaminant levels. The presence of peel and seeds in extracts may result in contaminants that
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interfere with catalytic activity, as observed in other proteolytic extracts of plant origin
(Chaiwut; Pintathonga; Rawdkuen, 2010). Here, this effect was observed in the whole fruit
extract. Even though it contained all parts of the other extracts, the whole fruit extract had the
lowest activity and protein concentration. It is possible that some compounds interacted with
the proteins of interest. As such, further steps would be necessary to remove impurities, which
could increase the cost and time of extract production (Atsakou et al., 2023). The single step of
physically separating the pulp from the seeds and peel was sufficient to eliminate these
contaminants, reducing the amount of interferents during immobilization and, consequently,
providing a higher percentage of proteases with catalytic activity (Morellon-Sterling et al.,

2022).

Fig. 5

3.2. Immobilization of B. fastuosa proteases

The extract with the highest catalytic potential was chosen for immobilization to assess
its industrial potential. Two supports were tested, one that is widely used for proteases (agarose
6BCL) and one that has not yet been applied for this class of enzymes (Diaion® HP-20) (Braham
etal., 2021). For immobilization on agarose, glutaraldehyde was used as a functionalizing agent
to covalently bind the enzyme. Immobilization on Diaion® HP-20 occurred by physical

adsorption, without the need for activation steps (Bassan et al., 2016; dos Freitas et al., 2024).

After preliminary immobilization tests conducted at 80 rpm, it was proposed to increase
the agitation speed to 190 rpm. This modification was intended to promote interaction between
proteins and the supports. With this, there was a significant increase in enzyme migration to
agarose and Diaion® HP-20, as shown in Table 2. This increase in migration was assessed by

determining the immobilization yield (Section 2.6.3), which takes into account the proteolytic
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activity of the enzyme extract before and after immobilization. The decrease in activity during
the immobilization reaction is an indication that the proteins of interest migrated to the support.
The higher immobilization yield obtained at 190 rpm can be attributed to the increase in

agitation speed, leading to a greater interaction between enzymes and the support.

Table 2.

In the first immobilization test (80 rpm), the immobilization yield was greater than 40%
for both supports. This yield was lower than that obtained with commercial enzymes, as
reported by Bassan et al (2016), who obtained yields greater than 80% in the immobilization of
the protease trypsin on agarose 6BCL. Such low yields were expected, given that plant extracts
are known to contain other compounds, such as proteins, which may hinder the migration of
enzymes of interest onto the support (Patil and Rathod, 2021). Nevertheless, the initial
immobilization yields were found to be higher than those obtained for proteases from other
plant extracts. Lamas et al. (2001), in immobilizing proteases derived from Cynara cardunculus
on agarose 6BCL modified with glutaraldehyde, achieved a yield of only 30%. The findings
may indicate a greater interaction between B. fastuosa proteases and the polysaccharide. The
obtained yields may also be associated with the extraction method. The C. cardunculus extract
was obtained by using a two-phase aqueous system, causing other contaminants to be present
in the medium, thereby hindering the migration of proteases onto the support (Lamas et al.,
2001). In the current study, the enzyme extract had a low concentration of contaminating

proteins, as confirmed by electrophoresis (Section 3.1).

For both supports, the increase in agitation speed during immobilization was favorable,
resulting in a yield of 74% for agarose 6BCL activated with glutaraldehyde and 89% for
Diaion® HP-20. These findings demonstrate that both the materials and the immobilization

processes were adequate and effective. By increasing the agitation speed, it was possible to
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achieve a yield similar to that obtained by Bassan (2016), who immobilized a commercial
protease on agarose. This result is interesting, given that enzymes obtained from non-
commercial sources, such as plant or microbial sources, generally contain contaminating
proteins, which can compete with enzymes of interest during immobilization (Brigida et al.,
2023). Such competition does not occur with commercial enzyme extracts, as they lack other

proteins or contaminants.

Diaion® HP-20, given its hydrophobic nature, is used for a variety of applications (Chou
et al., 2015) but has been little investigated as a support for the immobilization of hydrophilic
enzymes. Here, it afforded a 16% higher immobilization yield than agarose (Table 2), which
has been successfully used for protease immobilization in previous studies (Tacias-Pascacio et
al., 2021). These results demonstrate the potential of Diaion® HP-20 as a support for hydrophilic

enzymes, with a higher-than-expected affinity.

Compared with agarose, Diaion® HP-20 does not require several steps to modify its
reactive groups, as immobilization is achieved by physical adsorption (Fig. 6). In physical
adsorption, enzymes are associated mainly via weak interactions with chemical groups present
on the support surface (Freitas et al., 2024). For immobilization on agarose, the polysaccharide
is subjected to several complex steps for activation, and the enzymes are covalently bound to
the support (Bassan et al., 2016). Thus, given that Diaion® HP-20 was not subject to surface

modifications, it can be said that the higher yield is related to its higher affinity with proteases.

Fig. 6

Another advantage of Diaion® HP-20 is that the immobilized derivative had a higher

activity than that obtained with glutaraldehyde-activated agarose. Derivatives obtained with the



90

polysaccharide had a hydrolytic activity of 2.9 U/g, whereas those obtained with the copolymer
had an activity of 3.9 U/g, representing a 25% improvement. This significant difference can be
related to the type of interaction between enzymes and the support, as previously mentioned.
As Diaion® HP-20 is not subject to any surface modification, the interactions between enzymes
and the support are weak. Consequently, there are no strong bonds that could alter the enzyme's

conformation or active site (Boudrant et al., 2020; Remonatto et al., 2018).

Overall, the higher immobilization yield and hydrolytic activity obtained by using
Diaion® HP-20 underscores the unprecedented potential of the support in the immobilization of
proteases and possibly other hydrophilic enzymes. With few tests, it was possible to
successfully immobilize the catalyst and achieve results similar to those of agarose, which is

widely used for protease immobilization.

3.3. Characterization of immobilized derivatives

The pH and temperature ranges of enzymes may change with immobilization. These
parameters are associated with the environmental conditions in which enzymes are applied,

possibly affecting enzyme structure and catalytic capacity (Remonatto et al., 2021).

3.3.1. Determination of optimal pH

The first parameter evaluated was pH. It was not possible to assess the behavior of the
extract at a higher pH range because of substrate denaturation. Such denaturation was evidenced
by the formation of aggregates and precipitation (Dalgleish, 1982), not allowing its

solubilization in the buffer to perform the experiments.

As depicted in Fig. 7, there was a peak of catalytic activity near pH 7.0, with a sharp
reduction at higher pH levels in both the enzyme extract and the immobilized derivatives. The

results of the crude extract are in agreement with those of Cabral et al. (2006), who, when
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extracting and characterizing fastuosain, observed maximum proteolytic activity near pH 7.0.
This behavior is similar to that observed for commercial cysteine proteases of plant origin, such
as bromelain and papain, which have high activity close to neutral pH. These proteases are
similar to those from B. fastuosa with regard to structure and amino acid sequence (Cabral et

al., 2006; Gurumallesh et al., 2019; Gagaoua et al., 2021).

Fig. 7

The immobilized derivatives had a similar behavior to soluble proteases, reaching
maximum activity at pH 7 (Fig. 7 - A). This finding confirms that immobilization did not result
in conformational changes that might have altered the point of maximum conversion of
substrate into product. However, at higher pH values, the decrease in activity was less
pronounced. At pH 7.5, the catalytic activity of the derivatives was more than 70% of that
obtained at the optimal pH (pH 7.0). This behavior is expected for immobilized enzymes, given
that immobilization decreases the access of medium components to the enzyme, increasing
problems associated with mass transfer (Bilal et al., 2019; Zdarta et al., 2018; Tacias-Pascacio
et al., 2021). As a result, the impact of such compounds on enzymes is minimized, allowing
immobilized proteases to resist and remain active under more alkaline conditions. In acidic
medium, the activity of immobilized derivatives was lower than that of soluble proteases. This
finding may be attributed to the immobilization process: confinement of the catalyst to the
support can modify enzyme conformation, hindering performance in this pH range (Tavano et
al., 2018). However, for the Agarose derivative, an increase in pH 8.0 was observed. This
behavior can be associated with denaturation of the substrate due to the pH evaluated, indicating
that there was degradation of casein and the release of amino acids into the medium, which may

have resulted in a false increase in activity at this point (Dalgleish, 1982).
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Derivatives prepared with Diaion® HP-20 exhibited excellent performance at different
pH ranges. Under alkaline conditions, enzymes immobilized on the copolymer exhibited 90%
of the maximum activity. Similar behavior was observed under the most acidic conditions.
Proteases immobilized on Diaion® HP-20 retained 21% more activity than those immobilized
on agarose. These results are relevant, given that the copolymer had not yet been applied in
protease immobilization. Not only was the immobilization successful, but the catalytic capacity

of the derivatives was also superior to that observed when using agarose as a support.

3.3.2. Determination of optimal temperature

The subsequent analysis aimed to determine the optimal temperature range of
immobilized derivatives. The results are shown in Fig. 7 - B. Maximum activity was achieved
at 55 °C for soluble proteases and at even higher temperatures for immobilized derivatives. In
the range of 55 to 70 °C, there was minimal variation in the enzymatic activity of the extract,
which remained high. This finding demonstrates the potential of B. fastuosa extract for

applications at high temperatures.

Cysteine proteases can maintain proteolytic activity at high temperatures, such as
bromelain and papain, which have been reported to be active at temperatures of up to 80 °C
(Gurumallesh et al., 2019). Cabral (2005) reported a similar optimal temperature for fastuosain
(55 °C), in line with the results observed for other plant proteases such as bromelain. Vallés and
collaborators (2018) showed that the optimal pH of peptidases from Bromelia antiacantha was

neutral, and the optimal temperature range was the same as that observed here.

Overall, the findings demonstrate the potential of the immobilized derivatives for
catalytic applications. Immobilization is expected to reduce the impact of reaction conditions,

such as temperature, on enzyme activity (Remonatto et al., 2022a; do Nascimento et al., 2024).
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With regard to temperature, it was shown that immobilization shifted the optimum range of the
evaluated proteases to higher temperatures. The optimal temperature of soluble proteases was
55 °C and that of the agarose derivative was 65 °C, with an activity of >90% up to 75 °C and
50% up to 80 °C. The Diaion® HP-20 derivative had an optimal operating temperature of 60 °C
but showed a marked reduction in activity at higher (12% at 65 °C) and lower (10% at 55 °C)
temperatures, being lower than that of soluble proteases. This change in catalyst behavior at
higher temperatures can be attributed to the immobilization method. Physical adsorption results
in weak interactions between the enzyme and the support compared with covalent binding
(Furlani et al., 2020). Thus, under extreme temperature conditions, the derivative may undergo

dissociation, given the weaker bonds between components (do Nascimento et al., 2024).

3.3.3. Determination of kinetic parameters

The Km and Vmax of the crude extract and immobilized derivatives were determined to
further understand the effects of immobilization on proteolytic activity. The reaction kinetics

are depicted in Fig. 8 — A and B.

Fig. 8

The fit of the kinetic model (Michaelis-Menten model) to experimental data (Fig. 8 — A
and B) provided coefficients of determination (R?) of 0.9877 for soluble enzymes, 0.9974 for
enzymes immobilized on Diaion® HP-20, and 0.9921 for enzymes immobilized on agarose. The
kinetic parameters Km and Vmax for soluble and immobilized proteases were determined using

the model (Table 3).

Table 3

The use of glutaraldehyde-activated agarose did not provide marked alterations in kinetic

parameters, indicating no change in enzyme conformation or catalytic site. This result is
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interesting, as it demonstrates that immobilization did not affect the enzyme or its catalytic
capacity, not differing from soluble enzymes. Immobilization exerted effects on mass and

energy transfer, typical of immobilized derivatives, as discussed in Sections 3.3.1 and 3.3.2.

By contrast, immobilization on Diaion® HP-20 resulted in a decrease in Km and Viax
compared with the soluble enzyme extract. A lower Kn indicates that immobilized proteases
require a lower substrate concentration to reach half of their maximal velocity, representing a
higher affinity to the substrate (Remonatto et al., 2021; Abdella, Ahmed, and Hassan, 2023).
One hypothesis for this higher affinity is that immobilization served as a purification step,
separating and concentrating the enzymes of interest while eliminating contaminants that could
disrupt the interaction of the substrate with the biocatalyst. In the soluble enzyme extract, the
presence of other compounds might have affected the activity of proteases (Troncoso, Sanchez,

and Ferreira, 2022).

A decrease in Vmax indicates that the derivative needs more time for substrate conversion.
Such behavior was expected, given that the type of immobilization and support used may result
in mass transfer problems. These issues may hinder or limit the enzyme's access to the substrate,
consequently reducing the reaction velocity, regardless of the lower Ky, (Abdella, Ahmed, and

Hassan, 2023).

After discussing the kinetic parameters described above, Table 4 presents a comparative
analysis between the results obtained in this study and those reported by authors who

investigated the immobilization of bromelain protease.

The comparative analysis between free and immobilized bromelain and our study was
conducted due to bromelain being a cysteine protease found in plants of the Bromeliaceae

family. Within this family, Bromelia fastuosa has demonstrated potential for protease
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extraction, particularly fastuosain, which exhibits structural and amino acid sequence
similarities to the cysteine proteases bromelain and papain (Cabral et al., 2006; Gurumallesh et

al., 2019; Gagaoua et al., 2021).

Table 4.
Table 4 compiles studies with experimental data most comparable to those obtained in this
study, particularly regarding kinetic parameters, immobilization mechanisms, and/or the

substrates used to determine the activity of free and immobilized enzymes on different supports.

Regarding pH, plant-derived cysteine proteases typically exhibit a broad optimal pH
range, varying from 5.0 to 7.0 for papain and from 6.0 to 8.5 for bromelain, depending on the
substrate used (Koroleva et al., 2021). For immobilized enzymes, in addition to the substrate
type, variations in optimal pH—whether increasing or decreasing—also depend on the
immobilization technique and the interaction mechanism with the support material (Banerjee et
al., 2020). As shown in Table 4, all values obtained in this study align with those reported in the
literature, indicating that despite differences in supports and enzyme-support interactions, the
optimal pH of immobilized proteases was maintained or even increased compared to free
enzymes. The only exception was the study by Pimcharoen et al. (2024), in which bromelain
immobilized on bentonite (Bt)-carboxymethylcellulose via ionotropic gelation exhibited a
reduced optimal pH of 5.0, compared to 7.0 for the free enzyme. Nonetheless, most optimal pH

values were found to be close to neutrality.

Regarding optimal temperatures, irrespective of the immobilization mechanism, the
enzymatic derivatives exhibited an increase in optimal activity temperature, ranging from 60°C
to 80°C. These findings support one of the expected benefits of enzyme immobilization, which
is to enhance the rigidity of the enzyme’s tertiary structure, thereby improving its

conformational stability and preserving its activity—provided that immobilization does not
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negatively affect the catalytic site. According to Table 4, the optimal temperature results
obtained in this study closely resemble those reported for free bromelain or bromelain

immobilized via physical adsorption or covalent binding.

In terms of immobilization yield, considerable variation was observed among the reported
data, likely due to the physicochemical properties of the immobilization supports, which
influence the type and extent of enzyme-support interactions. Notably, among all reported
immobilization yields, the value obtained in this study for immobilization on Diaion HP-20 was
particularly high (89%), surpassed only by bromelain immobilized on bentonite (Bt)-
carboxymethylcellulose (CMC), which exhibited a yield exceeding 95%. In both cases, the
immobilization techniques employed were not only highly efficient but also simpler and faster
compared to other methods. Additionally, it was observed that adsorption-based immobilization

generally resulted in higher yields than covalent binding when applied to cysteine proteases.

Finally, regarding the kinetic constants Km and Vmax, direct comparison between our
results and those in the literature is challenging due to differences in measurement units.
However, it is evident that, similar to our findings for immobilization on Diaion HP-20, studies
conducted by Banerjee et al. (2020), Ilaria et al. (2012), and Nwagu & Ugwuodo (2019)
reported lower Km values for immobilized proteases compared to their respective free enzymes.
This suggests that immobilization, in these cases, improved the affinity of the enzymatic
derivatives for their respective substrates. Regarding Vmax, with the exception of the study by
Ma et al. (2022), all other studies, including ours, reported lower Vmax values for immobilized
enzymes compared to free enzymes. This indicates that immobilization, in these cases, reduced

the maximum catalytic capacity of the enzymatic derivatives in hydrolysis reactions.

4. Current and future applications
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Proteases account for about 60% of the global enzyme market, having a compound annual
growth rate of 6.1% in 2024. These data demonstrate the importance of proteases in the
industrial sector (Maghraby et al., 2023; Naveed et al., 2021). These versatile biocatalysts are
expected to find increasing applications in industrial processes, owing to their multifunctional
biotechnological and physiological properties. They may be used in areas that require enzyme-
aided digestion of proteins, such as the pharmaceutical, food, leather, dairy, textile, and other
industries (Maghraby et al., 2023; Solanki et al., 2021). Emerging potential applications in
medicine and biomedical areas, and in other omics sciences, deserve attention. Proteases have
been studied for the treatment of cancer, AIDS, and malaria, as well as for site-specific or
targeted drug delivery systems and imaging technology in cancer diagnostics (Abousaway et
al., 2021; Solanki et al., 2021).

Proteases have high specificity, biodegradability, and fast action under mild operating
conditions for both degradative and synthetic reactions. As a complement to such excellent
properties, their economic feasibility can be increased by techniques such as immobilization.
Immobilization technology has been extensively used to provide cost-effective enzymatic
bioprocesses. However, the selection and optimization of adequate support and immobilization
protocol are crucial to the development of effective green industrial processes (Bilal et al.,
2024).

5. Conclusion

B. fastuosa pulp extract had the highest activity and protein concentration and the lowest
contaminant concentration. Both supports were effective in the immobilization of proteases
from plant extracts, achieving similar yields to those of commercial enzymes. Diaion® HP-20
provided excellent results, particularly considering this was its first application in protease
immobilization. The support provided good immobilization performance and catalytic activity

compared with agarose 6BCL, which is widely used for protease immobilization. Furthermore,
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Diaion® HP-20 required fewer steps and reagents for protease immobilization by physical
adsorption and exhibited greater affinity with the substrate, demonstrating the potential of this
copolymer as a support for other enzymes. Finally, these findings support the potential
application of these immobilized derivatives across various fields, including the modification
of final product properties in sectors such as food and textiles, as well as in medicine, where

they can generate bioactive peptides or antibody fragments.
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Table 1. Determination of protein concentration and enzymatic activity present in

enzyme extracts prepared with Gravata fruits.

Protein Concentration Ativity Specific Activity
Extract
(ng/mL) (V) (U/mg)
Pulp 163.60 + 5.59 17.98 £1.29 109.92 + 7.86
Peels 110.09 + 3.28 4.69 +0.65 42.62 +5.89
Fruit 119.87 +0.42 10.11+£0.27 84.34 +£2.22

Table 2. Immobilization yield of proteases in Agarose activated with Glutaraldehyde
and Diaion® HP-20 before and after modification in agitation during the immobilization

Processes.

Immobilization yeld (%)

Support
80 RPM 190 RPM
Agarose
6BCL 46 74
Diaion®
HP-20 49 89

Table 3. Kinetic parameters of the proteases present in the enzyme extract and

immobilized derivatives.

Km Vmax

(umol) (umol.min')

Enzyme Extract 0.115 0.046
Agarose 6BCL 0.143 0.043

Diaion® HP-20 0.074 0.029
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Table 4. Comparative analysis of the kinetic parameters of the enzymatic extract of

Bromelia fastuosa pulp with the literature.

Free  Immobilizati Immobil Subst Optim Opti Km Vma Yield Refere

Enzy  on Support ization rate al mal X immobil nce
me Mechani temper pH ization
sm ature (%)
Enzym - - casei 55 7.0 - This
atic n work
extract 0.11 0.046
of 5 |
Bromel Hmo HMo 1
: min-
ia I
fastuos
apulp
Enzym Agarose - covalent  casei 65 7.0 74 This
atic  glutaraldehyd n work
extract e 0.14 0.043
of 3 |
Bromel Hmo KMo 1
: min-
ia I
fastuos
apulp
Enzym Styrene— Physical  casei 60 7.0 89 This
atic  divinylbenzen adsorptio n work
extract e copolymer n 0.07
of (Diaion® HP- 4 0'02?
Bromel 20) pmo Hmo 1
: min-
ia I
fastuos
apulp
Brome - - casei 50 70 504 1289 Banerj
lain n mM  pumol. ee et
(pinea min-t al.,
pple 2020
core
waste)
Brome - Cross-  casei 60 80 545 1272 - Banerj
lain linking- n mM  pumol. ee et
(pinea CLEAS min-1 al.,
pple (Glutaral 2020
core dehyde
waste) as the
Cross-
linking
agent)
Brome - - Bz- - - 249. 0.46 - llaria
lain® Phe- 7 pmol. etal.,
(pinea Val- UM min-! 2012
pple Arg-
stem) pPNA
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Brome Prosep®- covalent  Bz- - - 74.4 0.007 57 llaria
lain® 9CHO Phe- UM 3 etal.,
(pinea Val- pumol. 2012
pple Arg- min-1
stem) pNA
®
Free  Immobilizati Immobil Subst Optim Opti Km Vma Yield Refere
Enzy  on Support ization rate al mal X immobil nce
me Mechani temper pH ization
sm ature (%)
Brome  Eupergit®- Physical Bz- - - 111 0.072 81 llaria
lain® 250L adsorptio  Phe- UM pmol. etal.,
(pinea n Val- min-1 2012
pple Arg-
stem) pNA
®
Brome Chitopearl covalent  Bz- - - 48.4 0.066 70 llaria
lain®@ BCW®-3010 Phe- 5  umol. etal.,
(pinea Val- UM min-t 2012
pple Arg-
stem) pPNA
®
Brome - - casei 55 70 055 0.003 - Ma et
lain® n mg 57 mg al.,
(pinea mL~ mL! 2022
pple 1 min?
stem)
Brome Cobalt Coordina  caseli 60 75 0.78 0.006 65.3 Ma et
lain® phosphate tion n mg 12mg al.,
(pinea  material (Co- adsorptio mL~ mL? 2022
pple P) n 1 mint?
stem)
Brome - - casei - 7.0 - - - Pimch
lain® n aroen
(pinea etal.,
pple 2024
stem)
Brome Bentonite lonotropi  casei - 5.0 - - »95 Pimch
lain® (Bt)- c n aroen
(pinea  carboxymeth  gelation etal.,
pple ylcellulose 2024
stem) (CMC)

Brome - - casei 60 50 0.08 0.330 - Nwag
lain n 320  mol u;
(pinea mM  min Ugwu
pple mL? odo,
peels) 2019
Brome  Bacillussp.  Physical casei 80 6.0 0.03 0.106 50,6 Nwag
lain spores adsorptio n 456 1 mol u;
(pinea n mM  min Ugwu
pple mLt odo,
peels) 2019
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Figure captions

Fig. 1 Steps for preparing enzyme extracts.

Fig. 2 Schematic of the modified protocol for proteolytic assay.

Fig. 3 Scheme of the protocol for immobilization on Agarose 6BCL activated with

glutaraldehyde.

Fig. 4 Scheme of the protocol for immobilization in the styrene-divinylbenzene

copolymer.

Fig. 5 Protein profile of enzyme extracts extracted from Bromelia fastuosa.

Fig. 6 Comparison between the number of immobilization steps on both supports tested.

Fig. 7A Comparison of the optimum pH of the proteases present in the enzymatic extract

with those immobilized on the evaluated supports.

Fig. 7B Comparison of the optimum temperature of the proteases present in the

enzymatic extract with those immobilized on the evaluated supports.

Fig. 8A Graph of the kinetic model of the proteases present in the enzyme extract to

determine Km and Vmax.

Fig. 8B Graph of the kinetic model of derivatives immobilized in the enzyme extract to

determine Km and Vmax.



