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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

As glucoamilases sado enzimas de grande importéncia industrial, com
destaque para os processos de produgao de bebidas alcodlicas e de xaropes de
glicose e frutose. Nesse sentido, levando-se em consideracdo a relevéancia
industrial e de mercado das glucoamilases, juntamente com o alto valor
agregado associado a enzimas, de maneira geral, o presente trabalho tem como
impacto potencial contribuir para o avanco nos estudos de imobilizagdo
enzimatica bem como oferecer solugdes praticas para elevar a eficiéncia e a
sustentabilidade de processos enzimaticos por meio do design de suportes

inovadores utilizando-se a tecnologia de manufatura aditiva.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Glucoamylases are enzymes of significant industrial importance,
particularly in the production of alcoholic beverages and glucose and fructose
syrups. In light of the industrial and market significance of glucoamylases,
coupled with the considerable added value associated with enzymes in general,
this work has the potential to contribute to advancements in enzyme
immobilization studies and offer practical solutions to enhance the efficiency and
sustainability of enzymatic processes through the design of innovative supports

using additive manufacturing technology.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a imobilizagdo covalente de
glucoamilase fungica comercial em suportes obtidos por manufatura aditiva e
posterior aplicacdo dos derivados na hidrolise do amido em reatores
enzimaticos. Suportes de poli-acido latico (PLA) e de geopolimero, inéditos no
contexto das glucoamilases, foram utilizados na imobilizagdo da enzima. Os
suportes de PLA foram funcionalizados com grupamentos amino a partir de dois
diferentes agentes, separadamente: hexametilenodiamina (HMDA) e
etilenodiamina (EDA). Os suportes de geopolimero foram funcionalizados com
3-aminopropil trietoxisilano (APTES). Foram avaliados a influéncia do pH de
imobilizagédo e do carregamento enzimatico (fixado em 10 e 200 mg de proteinal/g
de suporte) e os derivados foram caracterizados fisico-quimicamente.
Planejamentos experimentais do tipo DCCR foram empregados visando a
determinacao do pH e da temperatura 6timos da enzima soluvel e dos derivados.
O pH étimo determinado para a enzima em sua forma soluvel (4,93) nao sofreu
alteracdo apos a imobilizagcdo em suportes de geopolimero, enquanto que a
imobilizagdo em suportes de PLA funcionalizados com EDA contribuiu para uma
ligeira alteragcao (pH 5,5). Por outro lado, a temperatura 6tima de atividade
manteve-se a mesma para a enzima soluvel e apds a imobilizagdo em suportes
de PLA (50 °C) enquanto que a imobilizacdo em suportes de geopolimero
contribuiu para uma ligeira alteracéo deste valor para 55,5 °C). A imobilizagao
em suportes de geopolimero contribuiu para uma elevagao da estabilidade e do
tempo de meia-vida frente ao seu pH 6timo de atividade (Ka = 0,01 h™' e ti2=
101,93 h), o mesmo nao tendo sido observado apds a imobilizagdo em suportes
de PLA (K¢ = 0,11 h' e t12 = 6,59 h), enquanto que a estabilidade frente as
temperaturas 6timas de ambos os derivados obtidos (PLA e geopolimero) foi
inferior a demonstrada pela enzima em sua forma soltvel (Kerta = 1,36 h' e
t12pLa= 0,51 h; Kdgeop. = 1,77 h™! e t1/2Ge0p = 0,40 h). Os derivados foram utilizados
por cinco ciclos de hidrélise em reatores de tanque agitado, com destaque para
as conversdes proximas as maximas obtidas pelo uso dos derivados obtidos a
partir da imobilizagdo em suportes de PLA em seis horas de reagéo (93,44%) e
em 24 horas para os derivados obtidos a partir da imobilizagdo em suportes de
geopolimero (91,55%). Os resultados obtidos demonstram o potencial de

aplicagdo dos suportes de PLA e de geopolimero para a imobilizacdo de



glucoamilase, fornecendo opg¢des promissoras para a hidrolise do amido em
reatores enzimaticos, facilitando o reuso de biocatalisadores. Esta caracteristica
€ inatingivel com as enzimas em sua forma soluvel, além de contribuir para a

sustentabilidade e eficiéncia dos processos enzimaticos industriais.

Palavras chave: amilases, enzimas imobilizadas; manufatura aditiva;

planejamento experimental; hidrdlise



ABSTRACT

This study aimed to covalently immobilize commercial fungal glucoamylase onto
supports obtained through additive manufacturing, and subsequently apply the
derivatives to starch hydrolysis in enzymatic reactors. Poly-lactic acid (PLA) and
geopolymer supports, novel in the context of glucoamylases, were used for
enzyme immobilization. PLA supports were functionalized with amino groups
using two different agents, separately: hexamethylenediamine (HMDA) and
ethylenediamine (EDA). Geopolymer supports were functionalized with 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES). The influence of immobilization pH and
enzyme loading, fixed at 10 and 200 mg protein/g support, was evaluated, and
the derivatives were physicochemically characterized. DCCR experimental
designs were employed to determine the optimal pH and temperature of the
soluble enzyme and derivatives. The optimal pH determined for the enzyme in its
soluble form (4.93) did not change after immobilization on geopolymer supports,
while immobilization on PLA supports functionalized with EDA contributed to a
slight change (pH 5.5). On the other hand, the optimal activity temperature
remained the same for the soluble enzyme and after immobilization on PLA
supports (50 °C), while immobilization on geopolymer supports contributed to a
slight change in this value to 55.5 °C. Immobilization on geopolymer supports
contributed to an increase in stability and half-life at its optimal pH (K4 = 0.01 h-"
and t12=101.93 h), which was not observed after immobilization on PLA supports
(Ka = 0.11 h'" and t12 = 6.59 h), while stability at the optimal temperatures of both
derivatives obtained (PLA and geopolymer) was lower than that demonstrated by
the enzyme in its soluble form (KapLa = 1.36 h™' and t12pLa= 0.51 h; Kdgeop. = 1.77
h-' and t1/2ceop= 0.40 h). The derivatives were used for five hydrolysis cycles in
stirred-tank reactors, with emphasis on conversions close to the maximum
obtained using the derivatives obtained from immobilization on PLA supports in
six hours of reaction (93.44%) and in 24 hours for the derivatives obtained from
immobilization on geopolymer supports (91.55%). The results obtained
demonstrate the potential application of PLA and geopolymer supports for the
immobilization of glucoamylase, providing promising options for starch hydrolysis
in enzymatic reactors, facilitating the reuse of biocatalysts. This characteristic is
unattainable with enzymes in their soluble form, and also contributes to the

sustainability and efficiency of industrial enzymatic processes.



Keywords: amylase, immobilized enzymes; additive manufacturing;
experimental design; hydrolysis
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1. Introdugao

A aplicagdo industrial de enzimas microbianas tem crescido
notavelmente nas ultimas décadas, e, paralelamente, os avangos no campo da
Microbiologia Industrial e da Engenharia Bioquimica favoreceram a expansao
das possibilidades de aplicagdo destes biocatalisadores (ARBIGE et al., 2019;
JEMLI et al., 2016).Como consequéncia, tem-se observado uma diminui¢ao
progressiva na utilizagdo industrial de catalisadores quimicos que, além de
apresentarem custo elevado, frequentemente requerem condi¢cdes severas de
reagdo como altas temperatura e presséo, envolvendo processos que resultam
em maior consumo de energia e geragdo de subprodutos indesejaveis, com
grande impacto negativo sobre o meio ambiente (SINDHU et al., 2017). Nesse
sentido, o uso de enzimas como biocatalisadores industriais apresenta algumas
vantagens tanto sob o ponto de vista econémico, visto que atuam sob condi¢des
moderadas de pH, temperatura e pressdo, quanto em relagdo as questbes
ambientais, pois sdo biodegradaveis e apresentam elevada especificidade ao
substrato sem a geracdo de subprodutos ou produtos toxicos ao ambiente
(JEMLI et al., 2016).

As amilases, enzimas que realizam a degradagao do amido, ocupam um
lugar de destaque na industria, sobretudo no setor alimenticio o qual depende
amplamente destas biomoléculas para a producédo de bebidas alcodlicas, paes
e xaropes com alto teor de agucares (KUMAR et al., 2023; SAINI et al., 2017).
Além disso, as amilases também sdo empregadas nas industrias téxtil, de papel,
de detergente e, mais recentemente, tém sido estudadas para a aplicagao na
sacarificagdo de subprodutos amilaceos visando a obtengdo de etanol de

segunda geracao (KUMAR et al., 2023; KUMAR; CHAKRAVARTY, 2018).
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Devido a sua complexidade estrutural, caracterizada por apresentar
diferentes pontos de clivagem ao longo de sua molécula, o amido € hidrolisado
por diferentes tipos de amilases, que sdo classificadas quanto ao seu local de
acao em: endoamilases, exoamilases e amilases desramificantes, liberando
diversos produtos de interesse industrial tais como a glicose e derivados de malto
e ciclodextrina (POLIZELI et al., 2016).

Uma das enzimas mais antigas e amplamente utilizada na industria de
alimentos é a glucoamilase (1,4-a-D-glucanoglucohidrolase, EC 3.2.1.3), cuja
principal aplicagdo € a sacarificagdo do amido ou dextrinas em glicose, um
produto essencial para inumeros processos de fermentacdo em uma grande
variedade de industrias de alimentos e bebidas. Também conhecida como
amiloglucosidase, a glucoamilase é uma exoamilase, produzida principalmente
por fungos, responsavel pela hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 a partir de
uma extremidade néo redutora da molécula do amido. Mais recentemente, o
potencial das glucoamilases para sacarificar matérias primas amilaceas tem sido
estudado a fim de se empregar a glicose resultante na producdo de etanol
biolégico (KUMAR et al., 2023). O interesse neste biocombustivel tem crescido
consideravelmente nas ultimas décadas como uma alternativa ao uso de
combustiveis fosseis, justificada tanto pela possibilidade de deplegao destas
reservas quanto pela questdo ambiental (LI et al., 2022; XU; WANG, 2017).
Nesse sentido, o setor sucroalcooleiro brasileiro, tradicionalmente dominado
pela cana-de-agucar, tem experimentado uma diversificagao significativa nos
ultimos anos. As usinas flexiveis, que sao aquelas de cana-de-acucar adequadas
para produzir etanol de milho no periodo da entressafra da cana, tém se

multiplicado, especialmente nas regides Centro-Oeste e Sudeste do pais, o que
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tem contribuido para o crescimento da produgéo de etanol de milho (ZIERO et
al., 2021). Segundo dados divulgados pela UNICA (Associac&o Brasileira da
Industria de Cana-de-Agucar) em outubro de 2024, a produgédo quinzenal de
etanol de milho representou 16,31% do biocombustivel fabricado no Centro-Sul,
atingindo 327,43 milhdes de litros. Além disso, no acumulado desde o inicio da
safra 2024/2025, a produgao de etanol de milho atingiu 4,13 bilhdes de litros,
representando um avango de 27,35% na comparagao com igual periodo do ano
de 2023 (UNICA, 2024).

Apesar das vantagens do uso de enzimas em substituicdo aos
catalisadores quimicos em processos industriais, sua aplicagéo industrial exige
uma boa relagado custo/efetividade, a fim de se justificar sua competitividade em
termos econémicos. Uma importante limitacdo para a aplicagdo das enzimas em
escala industrial é a manutencédo de sua estabilidade e atividade catalitica ao
longo do processo, juntamente com a inviabilidade de reuso destas quando na
forma soluvel (ARBIGE et al., 2019).

Nesse sentido, a imobilizacdo de enzimas tem se mostrado uma
estratégia interessante, sendo definida como a associacgéo fisica ou quimica de
uma enzima a um suporte ou uma matriz sélida, insoluvel em agua e inerte,
através de diferentes técnicas como adsorgao, ligagdo covalente, confinamento
ou afinidade. A imobilizagdo, pelas ligacbes estabelecidas entre suporte e
enzima, pode proteger significativamente a configuragao da proteina de modo a
reter ao maximo a atividade e estabilidade enzimaticas (ZHANG et al., 2015).
Além disso, pode possibilitar o reuso dos biocatalisadores, contribuindo para a
reducdo dos custos associados as etapas de producio e, quando necessario,

purificacdo da enzima bem como de separacdo do produto. A imobilizacdo de
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enzimas também influencia na simplificacdo das etapas de downstream,
bastando a simples adi¢gao ou remog¢ao da enzima imobilizada do meio reacional
para a interrupgao rapida e precisa das reagdes enzimaticas, permitindo assim
um maior controle do processo juntamente com a possibilidade de otimizag&o do
design de reatores (BASSO; SERBAN, 2019).

A escolha do suporte ao qual a enzima sera imobilizada representa uma
etapa importante para que o processo de imobilizagdo ocorra, sendo necessario
que a interagdo com o suporte garanta que a atividade catalitica seja mantida
em um nivel satisfatério. Desta forma, o suporte deve atender a alguns requisitos
como insolubilidade nas condigdes reacionais e alta afinidade pela enzima,
estabilidade térmica e quimica, presenca de grupos funcionais reativos, facil
disponibilidade e, além disso, ser preferencialmente de baixo custo (ZDARTA et
al., 2018).

A impressao 3D, também conhecida como manufatura aditiva, tem se
popularizado nas ultimas décadas, contribuindo para o avangco em diversas
areas da ciéncia (HASSAN et al., 2024). Essa tecnologia consiste na criacéo de
objetos tridimensionais a partir de um modelo digital, e, por meio da adigéo
sucessiva de material, camada por camada, obtém-se o objeto desejado
(REMONATTO et al., 2023; SHAO et al., 2022). A flexibilidade e a precisao da
impressao 3D tém aberto novas possibilidades para a produgao de matérias e
objetos personalizados, incluindo suportes para imobilizagdo de enzimas (DOS
SANTOS et al., 2021; LIU et al., 2020; REMONATTO et al., 2023; SHAO et al.,
2022, 2024). Com a popularizagdo desta técnica, nota-se uma crescente
tendéncia do seu uso para se produzir suportes enzimaticos personalizados

quanto a dimensdo e porosidade. Além disso, a impressdao 3D permite a
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utilizacdo de uma ampla variedade de materiais como biopolimeros, metais e
ceramicas, possibilitando a criacédo de suportes com diferentes propriedades
(REMONATTO et al., 2023).

Nesse sentido, o presente trabalho propde a utilizacdo de manufatura
aditiva (impressao 3D) para obtencédo de dois diferentes suportes enzimaticos
(PLA e geopolimero) para a imobilizacdo de glucoamilases.

O poliacido latico (PLA), um biopolimero biodegradavel e eco-friendly,
destaca-se como uma opg¢ao promissora para a imobilizagcdo de enzimas. Suas
propriedades, como a biocompatibilidade, a possibilidade de ser processado por
manufatura aditiva (impressédo 3D), e seu custo relativamente baixo, o tornam
um material atrativo para a producdo de suportes para a imobilizacdo de
enzimas. (FARAH et al., 2016; SONG et al., 2017).

Os geopolimeros, por sua vez, apresentam elevada porosidade e
composi¢cao semelhante a das zedlitas (materiais frequentemente empregados
na imobilizacdo de enzimas), o que os torna materiais promissores para esta
finalidade. Essa caracteristica, combinada com a possibilidade de serem
aplicados a impressao 3D, visando a obtencdo de suportes personalizados,
confere aos geopolimeros uma grande versatilidade. Além disso, a composi¢ao
quimica dos geopolimeros pode ser ajustada para otimizar suas propriedades
mecanicas, térmicas e quimicas, tornando-os materiais adequados para diversas
aplicagées em biotecnologia. (FRANCHIN et al., 2017).

Diferentes técnicas e suportes tém sido utilizados para a imobilizacao de
amilases, no entanto, o uso de PLA e geopolimero para a imobilizagdo de
glucoamilases nao tem sido citado na literatura, justificando assim a importancia

e relevancia do presente trabalho.
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2. Revisao bibliografica
2.1. Amido

O amido, principal fonte de reserva energética dos vegetais,
desempenha um papel crucial na alimentacdo humana constituindo uma
importante fonte de carboidratos encontrada em graos, cereais, leguminosas,
tubérculos e raizes (BERTOFT, 2017). Mais recentemente, o amido tem sido
valorizado como fonte de fibras dietéticas, especialmente sob a forma de amido
resistente, que por ndo ser digerido no intestino delgado chega intacto ao
intestino grosso, onde pode ser fermentado por microrganismos, promovendo
diversos beneficios a saude humana tais como: agao prebidtica, estimulando o
crescimento de bactérias benéficas ao intestino; controle glicEmico e de peso; e
saude cardiovascular, originando acidos graxos de cadeia curta que podem
contribuir para a redugdo dos niveis de colesterol e melhora da saude
cardiovascular (ZHUANG et al., 2024).

Constituido por unidades monoméricas de glicose, o amido é
organizado sob a forma de dois diferentes polimeros: amilose e amilopectina (Al;
JANE, 2018) (Figura 1). A amilose constitui a regido amorfa do grao de amido e
trata-se de um polimero majoritariamente linear, no qual os residuos de glicose
encontram-se unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4, enquanto a amilopectina,
responsavel pela regiao de lamela cristalina do grao de amido, € um polimero
altamente ramificado, apresentando ramificagdo a cada 25-30 residuos de

glicose ao longo de sua porgéo linear (Al; JANE, 2018; BERTOFT, 2017).
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Figura 1. Formulas estruturais do amido. a) amilose; b) ponto de ramificagcado da
amilopectina; c) agrupamento entre amilose e amilopectina nos granulos de

amido.
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Fonte: Nelson e Cox, 2014.

Amidos de diferentes fontes vegetais apresentam propriedade funcionais
variadas que sao frequentemente exploradas pela industria alimenticia e que
podem ser ampliadas por meio de modificagdes estruturais. Nesse sentido, o
amido é frequentemente utilizado como espessante, gelificante, estabilizante,
emulsificante, substituto de gordura, encapsulante e antiumectante, devido as
transformacgdes que ocorrem durante os processos de gelatinizagao, gelificagéo
e retrogradacao (Al; JANE, 2018).

Além disso, o amido apresenta em sua estrutura pontos de clivagem
distintos, os quais sdo alvos da acao de diferentes enzimas, as amilases,

responsaveis por liberar uma variedade produtos a partir de sua hidrolise.
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2.2. Amilases
As amilases sdo enzimas que realizam a clivagem das ligagdes
glicosidicas da molécula do amido, sendo classificadas de acordo com o local
em que atuam em: endoamilases, exoamilases eamilases desramificantes

(Figura 2) (MOLLER; SVENSSON, 2016).

Figura 2. Representacdo esquematica da agao das enzimas envolvidas na

degradagao do amido.

300

a-dextrina limite 2
a-amilase s
Cogo®  * Q cG'?° Cg%)
Oligossacarideo
linear
ce [

Maltose  Glicose

Glucoamilase
a-glicosidase

Enzimas

\
desramificantes
0()(% Pululanase | &
)
oo® % @
- < Glicose

Oligossacarideo
linear

Maltose
oO® Maltotriose Dg%‘
O® Maltose .
. Oligossacarideo
Glicose linear

Fonte: BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002
As a-amilases (EC 3.2.1.1) séo classificadas como endoamilases e
atuam hidrolisando as ligagbes glicosidicas a-1,4 internas da amilose,
amilopectina, ciclodextrina, glicogénio e maltotriose, liberando como produtos
maltose, maltotriose, glicose e dextrinas limite (SURIYA et al., 2016). Estao

presentes na saliva humana, sob a forma de ptialina, onde apresentam pH 6timo
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de atividade entre 6 e 7, além de também serem encontradas no pancreas, onde
hidrolisam as liga¢des a-1,4 de oligo e polissacarideos liberando moléculas de
glicose livre (KUMAR; CHAKRAVARTY, 2018), podendo ainda serem produzidas
por microrganismos como bactérias do género Bacillus e fungos do género
Aspergillus (PANDEY et al, 2000). Industrialmente, as a-amilases s&o
frequentemente aplicadas nos processos de produgéo de cervejas, na liquefagéo
do amido e na produgdo de biocombustiveis (PEREIRA et al., 2023).

As isoamilases (EC 3.2.1.68), pululanase | (EC 3.2.1.41) e pululanase Il
(EC 3.2.1.1/41) constituem o grupo das amilases desramificantes. As
isoamilases hidrolisam as ligagdes a-1,6 da amilopectina e de dextrinas
ramificadas produzindo maltotriose e maltooligossacarideos. A pululanase | age
hidrolisando as ligagbes a-1,6 da pululana, um polissacarideo linear que consiste
de maltotrioses unidas por ligagdes glicosidicas a-1,6 e que nado pode ser
degradado por a- ou B-amilase, liberando maltose e oligossacarideos lineares.
As pululanases I, além de atuarem nas ligagdes glicosidicas a-1,6 da pululana,
também atuam nas ligagées a-1,4 do amido, liberando glicose, maltose,
maltotriose e outros oligossacarideos lineares (MOHANAN; SATYANARAYANA,
2019). Industrialmente, as amilases desramificantes costumam atuar em
conjunto com as glucoamilases e B-amilases a fim de contribuirem para que
maiores niveis de hidrélise do amido sejam atingidos (PEREIRA et al., 2023).

As ciclodextrina glicosiltransferases (EC 2.4.1.19), enzimas classificadas
como transferases e que sao caracterizadas por serem as unicas capazes de
converter o amido em uma mistura de acucares nao redutores, as ciclodextrina,
embora também sejam capazes de produzirem agucares e dextrinas lineares

(MOLLER; SVENSSON, 2016; SURIYA et al., 2016). Industrialmente, essas
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enzimas sao utilizadas para produzirem ciclodextrinas, moléculas utilizadas
como transportadoras de sabor em diversos produtos alimenticios, como café,
gelatina e cha, reducdo de odores e sabores indesejaveis e prevenir o
escurecimento enzimatico dos alimentos, além de serem empregadas em
farmacos para protegerem os principios ativos da luz, oxigénio, calor e
volatilidade (PEREIRA et al., 2023).

O grupo das exoamilases € composto pelas (-amilases (EC 3.2.1.2) e
pelas glucoamilases (EC 3.2.1.3). As B-amilases sdo enzimas que atuam na
penultima ligagao glicosidica a-1,4, a partir de uma extremidade nao redutora do
amido, liberando maltose. Neste caso ha ainda a inversdo da configuragéo
anomérica da maltose, que ¢ liberada na configuracéo [3. Esta enzima é incapaz
de hidrolisar ligagbes a-1,6 de substratos ramificados. Produzidas por plantas
como trigo, soja e batata doce e por bactérias como as do género Bacillus, as B-
amilases sao aplicadas no processo de produgédo de cerveja e nas etapas de
processamento do amido em industrias alimenticias (PEREIRA et al., 2023).

Por fim, as glucoamilases (EC 3.2.1.3), também conhecidas como
amiloglucosidases, sao classificadas como exoamilases por catalisarem a
hidrolise das ligagbes glicosidicas a-1,4 a partir de uma extremidade nao
redutora da molécula do amido, liberando glicose, e, em menores velocidades,
também atuam hidrolisando as ligagdes a-1,6, produzindo glicose (PANDEY et
al., 2000; SURIYA et al., 2016). Sao produzidas principalmente por fungos
filamentosos e por leveduras, com destaque para os géneros Aspergillus e
Rhizopus. Industrialmente, as glucoamilase sao frequentemente aplicadas em

processos enzimaticos para a produgao de xaropes de glicose e frutose, na
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produgao de etanol e também possuem aplicacdo nas industrias farmacéuticas

e téxteis (KUMAR et al., 2023).

2.2.1. Mecanismo de agao das glucoamilases

Dependendo do seu mecanismo de agao, as amilases, assim como
outras classes de enzimas glicosideo hidrolases (GH), podem ser classificadas
de duas diferentes maneiras: retentoras ou inversoras. Apds a reagao de
catalise, a configuragdo anomérica é restaurada via 0 mecanismo de retencao
ou entado pode ser alterada para a configuragao invertida através do mecanismo
inversor (JANECEK; SVENSSON, 2022; MONDAL et al., 2022; TANIGUCHI,
1991).

Segundo Koshland (1953), quase todas as GH realizam a catalise de
seus substratos de maneira retentora ou invertida (KOSHLAND JR, 1953;
MONDAL et al., 2022) (Figura 3). O mecanismo inversor é caracterizado por
apresentar apenas uma etapa catalitica na qual uma molécula de agua, que se
encontra ligada ao substrato, promove um ataque nucleofilico ao carbono
anomérico de oligo ou polissacarideo, realizando a transferéncia de dois
elétrons. A base catalitica por sua vez, remove um préton da molécula de agua
enquanto o acido catalitico transfere um préton para o oxigénio glicosidico, o que
resulta na quebra da ligagdo glicosidica e na inversdo da configuragcao
estereoquimica do carbono anomérico que sofreu o ataque nucleofilico. De
maneira geral, os residuos de acido e base cataliticos apresentam grupos
carboxilato, como o acido aspartico ou o acido glutamico, que retornam a seus
estados iniciais antes do inicio de outro ciclo de catalise (KOSHLAND JR, 1953;

MONDAL et al., 2022; PAYNE et al., 2015).
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Por outro lado, os mecanismos de retengdo envolvem duas etapas
subsequentes: glicosilagéo e retengcdo da estereoquimica. Durante a etapa de
glicosilagdo ocorre um ataque nucleofilico no carbono anomeérico do substrato
juntamente com a transferéncia simultdnea de um préton para o oxigénio
glicosidico, levando a formagao de um intermediario glicosil-enzima juntamente
com a quebra da ligagdo glicosidica. A etapa seguinte é caracterizada pela
participagdo de uma molécula de agua que, no sitio ativo da enzima, atua como
um nucledfilo atacando o carbono anomérico da estrutura intermediaria,
rompendo a ligacéo e transferindo o préton para a base catalitica. Essa reagao
resulta na inversdo da configuragcdo estereoquimica do carbono anomérico
(KOSHLAND JR, 1953; MONDAL et al., 2019, 2022; PAYNE et al., 2015).

O mecanismo de catalise das glucoamilases € explicado pelo modelo de
inversdo da configuragdo anomérica descrito anteriormente (MONDAL et al.,

2022) e representado na Figura 3A.
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Figura 3. Mecanismos de reacdo dos diferentes tipos de amilases. A)
mecanismo inversor de configuragdo anomérica B) mecanismo retentor de

configuragdo anomeérica.
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2.2.2. Estrutura das glucoamilases
A glucoamilase de Aspergillus niger possui uma estrutura modular
composta por um dominio catalitico e um dominio de ligagdo a carboidratos
(CBM), interligados por uma ligagao altamente glicosilada(LEMOS et al., 2003).
Seu dominio catalitico, caracterizado pela presenca de dois residuos de
acidos glutdmicos, Glu 203 e Glu 424, os quais atual como acido e base gerais,
respectivamente, cria um microambiente para a clivagem das ligagbes
glicosidicas presentes na molécula do amido e, a associagdo deste dominio ao
CBM, confere a enzima elevada especificidade, permitindo a interacdo com o

substrato seguida da conversao em glicose(LEE; PAETZEL, 2011).
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O dominio de ligagdo das glucoamilases, conhecido como CBM,
desempenha um papel crucial na interacdo dessas enzimas com substratos
poliméricos, como o amido. O CBM, que geralmente €& encontrado ligado ao
dominio catalitico, facilita a adesdo da enzima ao substrato, aumentando o
tempo de contato e a concentracio relativa do substrato em torno do sitio ativo.
Isso é especialmente importante em processos industriais, onde a eficiéncia na
degradagao do amido pode impactar significativamente a viabilidade econémica
da producéo de bioenergia e outros produtos derivados (CORNETT et al., 2003).

Estudos estruturais recentes revelaram que a orientacao relativa entre o
CBM e o dominio catalitico das glucoamilases pode ser flexivel, permitindo que
esses dominios adotem diferentes conformacdes independentemente da ligagéo
de ligantes (ROTH et al., 2018), sugerindo que o CBM pode atuar aumentando
a probabilidade de interagdo com o substrato e, consequentemente, a eficiéncia
da reagao catalitica. Além disso, a presenga de multiplos sitios de ligagao no
CBM pode permitir uma interagdo mais eficaz com diferentes formas de amido,
refletindo a diversidade funcional das glucoamilases em ambientes naturais e
industriais(CORNETT et al., 2003; KUMAR; CHAKRAVARTY, 2018; ROTH et al.,

2018).

2.3. Aplicagao industrial das glucoamilases
A glucoamilase € uma das enzimas mais antigas e mais utilizadas na
industria de alimentos, cuja principal aplicagao é a sacarificagdo do amido ou de
dextrinas em glicose, um produto essencial para inumeros processos de
fermentacdo em uma grande variedade de industrias de alimentos e bebidas

(KUMAR et al.,, 2023). Sao frequentemente empregadas no processo de
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producdo do xarope rico em frutose (HFS), um adocgante utilizado como
substituto do acucar que, por apresentar alta solubilidade, ndo sofrer
cristalizagdo e, sobretudo, possuir dogura igual ou superior a sacarose (a
depender da concentragdo), tem sido preferido pelas industrias de alimentos e
bebidas (JENSEN et al., 2018; PARKER et al., 2010; VUILLEUMIER, 1993;
WHITE et al.,, 2014). O maior produtor e consumidor deste produto sao os
Estados Unidos, onde o HFS é produzido a partir do amido de milho e é
conhecido como xarope de milho rico em frutose (HFCS)(PARKER et al., 2010;
SINGH et al., 2018; VUILLEUMIER, 1993; WALKER et al., 2014).
Convencionalmente, a produgéao industrial de HFS abrange trés grande
processos: a) liquefagao, processo no qual ocorre a hidrolise do amido em
oligbmeros por meio de tratamento acido (acido cloridrico) e/ou com tratamento
enzimatico empregando-se a enzima a-amilase; b) sacarificagao, processo em
que os oligbmeros obtidos na etapa de liquefacdo sdo submetidos a hidrolise
enzimatica e, por meio da agcdo da enzima glucoamilase sao hidrolisados em
glicose (CRABB; MITCHINSON, 1997; PAZUR; ANDO, 1959; SINGH et al.,
2018); e c) isomerizagao, processo em que ocorre a isomerizagao da glicose
obtida na etapa anterior em frutose, por agdo da enzima glicose isomerase
(CRABB; MITCHINSON, 1997; MARSHALL; KOOI, 1957; MONDAL et al., 2022).
A conversao enzimatica do amido em xarope de frutose ocorre sob
diferentes condicdes: a sacarificagao costuma ser realizada sob temperaturas
entre 40 e 60 °C e pH entre 4,5 e 6, enquanto a isomerizagao ocorre entre 60 e
80 °C e pH entre 6 e 9 (HOBBS, 2009), requerendo, portanto, dois reatores

diferentes.
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Mais recentemente, o potencial das glucoamilases para sacarificar
matérias primas amilaceas tem sido estudado com a finalidade de empregar a
glicose resultante na produgao de bioetanol (GUMEL et al., 2018). O interesse
neste biocombustivel tem crescido consideravelmente nas ultimas décadas
como uma alternativa ao uso de combustiveis fésseis, justificada tanto pela
possibilidade de deplecdo destas reservas quanto pela questdo ambiental.
Embora a prioridade na producdo global futura de etanol esteja focada na
tecnologia do processamento lignocelulésico, essa ainda se encontra em
aprimoramento, ndo tendo sido demonstrada comercialmente em larga escala.
Além das matérias-primas a base de agucar (melago, cana-de-agucar,
beterraba), aquelas a base de amido (milho, trigo, triticale, batata, arroz) ainda
hoje predominam no nivel industrial e, até o momento, sdo economicamente
favoraveis em comparagdo com a lignocelulose, justificando as pesquisas
envolvendo as amilases neste contexto (XU; WANG, 2017).

O uso industrial de enzimas, incluindo as amilases, tem crescido
notavelmente nas ultimas décadas, atendendo a progressiva demanda por
diversos produtos em diferentes areas, bem como ao apelo por tecnologias
ambientalmente sustentaveis (GUISAN et al., 2022). Como consequéncia,
observa-se uma progressiva substituicdo do uso de catalisadores quimicos pelas
enzimas (catalisadores biologicos), visto que estas apresentam diversas
vantagens tais como atuagao sob condi¢gdes moderadas de pH, temperatura e
pressao, serem biodegradaveis e apresentarem elevada especificidade aos seus
substratos e, consequentemente, ndo gerarem subprodutos ou produtos tdxicos

ao ambiente (JEMLI et al., 2016).
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Apesar das diferentes vantagens apresentadas pela substituicdo do uso
industrial de catalisadores quimicos pelos de origem bioldgica, a aplicagado
industrial das enzimas ainda apresenta algumas limitagbes importantes
(GUISAN et al., 2022). As enzimas microbianas, que representam a maior parte
das aplicadas industrialmente, s&o frequentemente produzidas em conjunto com
outras proteinas, cuja presencga pode ser indesejavel para o processo em termos
da diminuicdo da atividade volumétrica final. Nestes casos, protocolos de
purificacdo podem ser necessarios, elevando os custos finais do processo
(BARBOSA et al., 2015). Além disso, o fato de as enzimas serem soluveis nos
meios reacionais acaba por dificultar a sua separacao do produto e impossibilita
O seu reuso em mais de uma reagado enzimatica, o que também onera o
processo. (GUISAN et al., 2022).

Nesse contexto, com o objetivo de solucionar os problemas relacionados
a estabilidade das enzimas em processos industriais, a engenharia enzimatica
apresenta algumas diferentes e interessantes estratégias: a) uso de técnicas de
biologia molecular através de evolugao dirigida e mutagénese dirigida ao local
apresentaram estabilizagdes interessantes (EMRUZI et al., 2018; FRASER et al.,
2016; LIU et al., 2019; MINGUES et al., 2020); b) modificagdo quimica de
enzimas soluveis como a PEGuilagao de enzimas soluveis (FANG et al., 2018;
REICHERT; BORCHARD, 2016; ZHAO et al., 2017); c) aplicagao de técnicas de
imobilizacdo enzimatica utilizando-se diferentes suportes e protocolos que
podem contribuir para 0 aumento da estabilidade de enzimas (LIU et al., 2021;
WAHAB et al., 2020) d) modificagdo quimica de enzimas imobilizadas, como a
PEGuilacao controlada (BILAL et al., 2019; CHEN et al., 2019; MONAJATI et al.,

2019; SEMENYUK et al., 2019).
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2.4. Métodos e suportes utilizados para imobilizagcao enzimatica

A depender do tipo de interagdo existente entre as enzimas e os
suportes, os métodos de imobilizagdo podem ser classificados em métodos
fisicos ou em métodos quimicos. Por ndo estabelecerem interagdes covalentes
entre as enzimas e os suportes, os métodos de imobilizagdo realizados por
adsorgao e aprisionamento sao classificados como métodos fisicos, enquanto os
métodos de imobilizagao por ligagao covalente e ligagao cruzada/reticulagao sao
denominados métodos quimicos (LIU et al., 2018). Os diferentes métodos de

imobilizacdo enzimatica existentes estao representados na Figura 4.

Figura 4. Métodos fisicos e quimicos empregados na imobilizacdo de enzimas.
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Fonte: Liu, Chen e Chi, 2018 (adaptado).
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O método de adsor¢cdo € o mais simples, no qual as enzimas sao
adsorvidas na superficie dos suportes por meio de interagbes de hidrogénio,
forcas de van der Waals, interacdes eletrostaticas ou interacdes hidrofébicas. E
um método de facil execugdo e de baixo custo, visto que nenhum agente de
acoplamento ou etapas de modificacdo sdo necessarios para a imobilizagcao
(BASSO; SERBAN, 2019) .

Por outro lado, as interacdes estabelecidas entre a enzimas e os
suportes sao fracas ficando suscetiveis as mudancas de pH, temperatura e forca
ibnica, resultando na baixa estabilidade de enzimas imobilizadas por estes
métodos. Neste tipo de imobilizacdo materiais como resinas de troca catidnica e
anibnica, carvao ativado, silica gel, vidro de poro controlado e ceramica s&o
comumente empregados como suportes (ADHIKARI; PRAMANIK, 2019; LIU et
al., 2018; SOUZA, 2016).

Os métodos envolvendo o encapsulamento ou o aprisionamento de
enzimas envolvem a oclusao destas em rede poliméricas de baixo custo, uma
interessante estratégia para evitar a agregagao enzimatica. Estas sao retidas em
redes as quais permitem a passagem apenas dos substratos e dos produtos, o
que contribui para a diminuicdo da lixiviagdo enzimatica, melhorando sua
estabilidade e protegendo-a contra possiveis inibidores. A principal vantagem
deste método € a preservacao da conformacao tridimensional da enzima, o que
resulta em altas atividades cataliticas. Porém, uma desvantagem deste método
sao os problemas relacionados a difusao limitada do substrato. Materiais como
quitosana, alginato de calcio, colageno, poliacrilamida, agar, alcool polivinilico e

poliuretano sao frequentemente utilizados para a obtencao de redes poliméricas
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para a execugao deste método (ADHIKARI; PRAMANIK, 2019; LIU et al., 2018;
WONG et al., 2019).

A reticulacédo de enzimas — CLEA( Cross-linked enzyme aggregation) &
uma técnica que envolve a formagédo de agregados enzimaticos induzida por
agentes precipitante, seguida da formagédo de ligagbes cruzada entres as
moléculas por meio do uso de agentes bifuncionais. Nessa abordagem, os sitios
ativos encontram-se protegidos, preservando assim suas atividades cataliticas.
Ha ainda a possibilidade de reticulacdo enzimatica as matrizes de suportes por
meio de ligacbes covalentes, visando uma melhora em sua reutilizacdo e
estabilidade (LIU et al., 2018).

Por fim, as enzimas podem ser ligadas covalentemente aos suportes
através de reagdes quimicas estabelecidas entre os residuos de aminoacidos
presentes em suas cadeias laterais tais como, lisina, cisteina, acidos aspartico
e glutdmico, e grupos funcionais presentes no suporte. Além disso, alguns
grupos funcionais séo favoraveis a formagao das ligagdes covalentes, como € o
caso dos grupos funcionais amino, carboxilico, imidazol, indolil e hidroxil fendlico.
Métodos de imobilizacdo covalente sio caracterizados por apresentarem
estabilidade e evitarem o desprendimento das enzimas do suporte. (ADHIKARI;
PRAMANIK, 2019; LIU et al., 2018; SOUZA, 2016).

A Tabela 1 apresenta os principais métodos de imobilizacdo enzimatica
bem como suas vantagens e desvantagens (ZUCCA; SANJUST, 2014).

Para uma imobilizagdo bem-sucedida € necessario considerar a
compatibilidade entre o método de imobilizacdo, o material do suporte escolhido

e a enzima. A escolha desses fatores deve levar em conta a preservacao da
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atividade enzimatica, a estabilidade do biocatalisador e as caracteristicas da

aplicacdo desejada (BASSO; SERBAN, 2019).

Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos métodos de imobilizagao.

Método de Imobilizacdo

Vantagens

Desvantagens

Encapsulacdo/Confinamento

Ligagdo cruzada

Adsorcéo

Interacdo eletrostética

Afinidade

Ligacdo covalente

e Sem modificacdo
quimica da enzima

¢ Retencéo da atividade
enzimética

e Sem necessidade de
suporte

¢ Estabilizacdo da
enzima

e Minimizacéo de
lixiviacdo do
catalisador

e Sem modificacdo
quimica da enzima

e Facil e barata de ser
realizada

¢ Sem modificacdo
quimica da enzima
o Facil de ser realizada

e Elevada
especificidade de
reacao

o Estabilizacdo da
enzima

e Minimizacéo da
lixiviacdo da enzima

e Ligacao forte

Lixiviagdo da enzima
Problemas de
transferéncia de
massa

Possibilidade de
modificagcdo massiva
da enzima

Problemas de
transferéncia de massa
Procedimento
experimental
complicado

Lixiviagdo da enzima
Baixa especificidade
de reacgéo

Lixiviagdo da enzima
Baixa especificidade
de reacgéo

Presenca de grupos
especificos na enzima
é crucial

Geralmente caro e
complicado de ser
realizado

Possivel modificacéo
estérica da enzima
Possivel diminuicdo
da atividade
enzimatica
Necessario realizar
modifica¢bes quimica
no suporte
Geralmente
irreversivel,
impossibilitando o
reuso do suporte

Fonte: Zucca e Sanjust (2014).

45



A escolha do material a ser utilizado como suporte para a imobilizagcao
de uma enzima deve ser feita avaliando-se alguns critérios: a) solubilidade — é
importante que o suporte escolhido seja insoluvel ao meio reacional, a fim de se
possibilitar a separagado do biocatalisador imobilizado (derivado) do produto e
meio reacional; b) presenga de grupos funcionais — a existéncia de grupos
funcionais no suporte precisa ser avaliada, bem como sua quantidade e
possibilidade de ativagdo. Em alguns casos, se faz necessario realizar uma
etapa de funcionalizagdo do suporte a fim de inserir grupos funcionais que
possibilitem a ligagdo da enzima; c) dimensdes e porosidade do suporte — de
maneira geral, quanto maior for a area superficial do suporte por unidade de
massa, maiores sao as probabilidades de a enzima e o substrato entrarem em
contato. Assim como, quanto maior a porosidade do material utilizado, maiores
as chances de a enzima acessar o material; d) custo e disponibilidade — é
importante que a escolha do suporte leve em conta a sua disponibilidade e que,
preferencialmente, apresente baixo custo; e) Enviromental friendly — por fim, &
importante levar em conta quais os possiveis impactos ambientais o suporte
escolhido pode causar ao ser descartado. Nesse sentido, o uso de materiais
biodegradaveis se destaca (HETTIARACHCHY et al., 2018; ZDARTA et al.,
2018).

De maneira geral os suportes para imobilizagdo enzimatica podem ser
classificados em organicos, inorganicos e hibridos (ou compdsitos). Entre os
suportes organicos destacam-se os biopolimeros que, sendo polimeros naturais,
nao apresentam toxicidade, sdo biodegradaveis e biocompativeis,
representando, portanto, uma alternativa ao uso de polimeros sintéticos. Além

disso, por serem muitas vezes materiais renovaveis e de facil obtengdo, como
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subprodutos industriais de baixo valor agregado, contribuem para a redugéo dos
custos associados aos processos de imobilizagdo (DATTA et al., 2013;
HETTIARACHCHY et al., 2018; ZDARTA et al., 2018).

Diferentes técnicas e suportes tém sido utilizados para a imobilizacao de
glucoamilases, tais como: carbono ativado (ASLAN, Yakup et al., 2020) k-
carragenana (HASSAN et al., 2019), quitosana recoberta com nanoparticulas
magnéticas e nanofolhas de Oxido de grafeno misturada com quitosana
recoberta com nanoparticulas magnéticas (WANG; JIANG, 2019), espuma
mesocelular siliciosa (GEORGE; SUGUNAN, 2021), polianilina (ALMEIDA et al.,
2020), glioxil-agarose (TARDIOLI et al., 2011), resina de poliestireno aniénica de
base fraca (MUKHERJEE et al., 2013), p6 de sabugo de milho (DA COSTA
LUCHIARI et al., 2021), entre outros.

Com o avango da tecnologia e o surgimento de dispositivos
personalizados, a técnica de manufatura aditiva — também conhecida como
impressdo 3D — contribui para a revolucdo de diversos campos na Ciéncia,
sobretudo pela capacidade de geragdo minima de residuos, que, associado a
atual disponibilidade de impressoras de baixo custo, contribui para que o nimero
de possibilidades de aplicagdo desta tecnologia atinja varios campos de
pesquisa tais como energia, aplicagbes biomédicas, fabricagbes de
equipamentos de laboratério, engenharia de alimentos e bioquimica, sistemas
de detecgdo, entre outros (RINALDI et al., 2021). Nesse sentido, ha uma
tendéncia crescente para a utilizagdo da tecnologia de manufatura aditiva na
producao de suportes enzimaticos inovadores, visto que trata-se de uma técnica
flexivel e que pode ser utilizada para se obter suportes personalizados

(REMONATTO et al., 2023).
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2.4.1. Imobilizagcdao de enzimas utilizando-se suportes obtidos por
manufatura aditiva

A utilizacdo de manufatura aditiva ou impressao 3D para o design de
novos suportes enzimaticos tem ganhado grande destaque nos ultimos anos,
gragas a possibilidade de obtengao de pecgas personalizadas com geometrias e
porosidades otimizadas para cada aplicacdo, ao baixo custo de produgao e a
possibilidade de confecgdo em massa de suportes.

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a obtengéo de suportes
impressos por manufatura aditiva (REMONATTO et al, 2023). a) a
estereolitografia (SLA) € uma técnica pioneira na area de manufatura aditiva que
surgiu no inicio da década de 80, cujo principio de funcionamento esta na
impressao de objetos solidos, com alta precisdo e complexidade, a partir de
resinas poliméricas liquidas; b) a técnica de jato aglutinante, criada no inicio da
década de 90 no Massachusetts Institute of Technology - MIT e comercializada
no ano de 2010, envolve a propagac¢ao de uma fina camada de p6 na plataforma
de impressao, sob a qual um agente aglutinante é depositado nos pontos pré
definidos e utiliza uma variedade de materiais como areias, cerémicas e metais;
c) Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS) — técnica que utiliza equipamentos
robustos de alta resisténcia para confeccionar objetos tridimensionais
empregando a energia térmica emitida pela combinagao entre alta temperatura
e uma fonte luminosa. Materiais termoplasticos, metais, poliamidas, ceramicas,
nylon e polimeros aglutinantes sao frequentemente utilizados; d) Modelagem por
Deposicéo de Material Fundido (FDM) — técnica de manufatura aditiva muito

popularizada atualmente por apresentar baixo custo, menor desperdicio e,
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principalmente, pela facilidade de troca de matérias prima. Seu principio de
funcionamento resido no uso de termoplastico fundido para realizar a extrusio e
assim compor cada umas das camadas do objeto. Os materiais PLA, ABS, PET
e nylon s&o os mais utilizados nessa técnica de impresséo; e) Direct Ink Writing
(DIW) — representa um método versatil baseado na extrusdo de materiais e que,
se comparado as técnicas de estereolitografia e sinterizagdo seletiva a /laser,
representa uma alternativa mais econdmica para impressao de materiais
ceramicos, silicone, resina fotossensivel, entre outros materiais (SAADI et al.,
2022). A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de enzimas imobilizadas em

suportes obtidos por manufatura aditiva e suas aplicagdes.

Tabela 2. Exemplos de enzimas imobilizadas em suportes obtidos por

manufatura aditiva.

Enzima Suporte Aplicacao Referéncia

Desenvolvimento de sensor para
monitoramento dos niveis de

Glicose e lactato oxidases ABS glicose e lactato em cérebros de (SU et al., 2016)

rato em tempo real

Degradacdo de composto
Matriz de hidrogel — combinagdo fendlicos (p-clorofenol) presentes

Lacase de alginato de sédio, acrilamida em efluentes industriais (LIU et al., 2020)

e hidroxiapatita

Desenvolvimento de eletrodo 3D
para deteccgdo de perdxido de

Peroxidase de raiz de Combinacéo de grafeno com hidroaénio (LOPEZ MARZO et al.,
rabanete PLA 9 2020)
Desenvolvimento de um
microchip enzimatico para
Colesterol e colina PLA detec¢do simultanea de dois (KOUKOUVITI;
oxidases biomarcadores cardiacos KOKKINOS, 2021)
Lipase Geopolimero Aplicacdo em biorreatores (DOS SANTOS etal.,

2021)

Fonte: Elaborada pelo autor.

49



Su e colaboradores utilizaram a técnica de manufatura aditiva para a
producdo de mini reatores, fabricados em ABS (acrilonitrila butadieno estireno),
nos quais foram imobilizadas as enzimas glicose oxidase e lactato oxidase a fim
de se desenvolver um novo tipo de sensor para monitoramento dos niveis de
glicose e de lactato em cérebros de rato, em tempo real. O sistema proposto se
mostrou eficiente na deteccdo destas moléculas, contribuindo assim para o
desenvolvimento de novos tratamentos para doengas neuroldgicas (SU et al.,
2016). O uso de impressédo 3D para criagdo de uma matriz de hidrogel com
propriedades mecéanicas otimizadas por meio da combinagdo de alginato de
sodio, acrilamida e hidroxiapatita foi relatada Liu e colaboradores. Os suportes
obtidos foram utilizados para imobilizar lacase e posterior aplicagdo na
degradagdo de compostos fendlicos. O estudo contribuiu para o
desenvolvimento de uma plataforma de baixo custo e flexivel para a imobilizagao
de varias enzimas industriais (LIU et al., 2020). A fabricagdo de eletrodos de
grafeno e PLA, impressos pela tecnologia de FDM, para a imobilizagdo de
peroxidase de raiz de rabanete demonstrou boa seletividade e estabilidade a
longo prazo, além de oferecer novas possibilidades para a fabricacdo de
biossensores eletroquimicos sob demanda (LOPEZ MARZO et al., 2020). As
enzimas colesterol oxidase e colina oxidase também foram imobilizadas em
estruturas de PLA a fim de se desenvolver um microchip enzimatico para o
biosensoriamento eletroquimico multiplexado a partir da produ¢do de uma
ferramenta promissora para aplicagdes diagndsticas e de monitoramento de

saude (KOUKOUVITI; KOKKINOS, 2021).
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Além das aplicagdes voltadas para solu¢gdes em saude e meio ambiente,
a impressao 3D também pode ser utilizada para propor suportes que facilitem o
reuso de enzimas industriais e sua aplicagdo em reatores enzimaticos (DOS

SANTOS et al., 2021).

O biopolimero poliacido latico (PLA) € outra opc¢do interessante e
promissora de suporte para imobilizacdo de enzimas. E um material cujas
aplicacoes variam desde a manufatura de embalagens até a fabricacdo de
protétipos ou dispositivos médicos bioabsorviveis. Devido a alta resisténcia e
termoplasticidade, o PLA pode ser facilmente processado para a obtencdo de
pecas a partir de impressdo 3D, as quais podem ser utilizadas para a
imobilizacdo de enzimas, proporcionando um aumento da superficie de contato
entre o suporte e os catalisadores (SONG et al., 2017).

A modificacdo de microreatores enzimaticos impressos em 3D utilizando
PLA para bioconversdo continua de compostos bioativos foi relatada por
Gkantzou e colaboradores (2022). Quitosana foi utilizada para modificar a
superficie do PLA e assim imobilizar lacase de Trametes versicolor e posterior
aplicacdo em processos de biotransformacdo de compostos fendlicos
(GKANTZOU et al., 2022).

O PLA também foi utilizado para realizar a imobilizacdo de [-
galactosidase em suportes impressos 3D para a producao de leite sem lactose.
Os derivados foram aplicados em reator alcancando-se 94,2% de hidrélise da
lactose, atendendo aos padrdes de seguranca alimentar e evidenciando a
vantagem da utilizagdo de métodos enziméticos para este fim (SHAO et al.,

2024).
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Em relagdo aos geopolimeros, sdo materiais inorganicos,
aluminossilicatos nanoestruturados ativados por élcalis, de facil manipulacéo sob
a forma de pastas aquosas e que por apresentarem propriedades de autofixacao,
podem ser extrudados por meio da técnica de DIW. Os geopolimeros
apresentam composicdo quimica muito semelhante & das zedlitas, com o
diferencial de apresentarem poros intrinsecos maiores que as zedlitas,
favorecendo seu uso como suporte para imobilizagdo de enzimas (FRANCHIN
et al., 2017).

Zhang e colaboradores (2020) realizaram a imobilizacdo por adsorgéo
“ciclica” de lacase comercial de Aspergillus oryzae em membrana compdsita de
geopolimero visando a remocgdo de cristal violeta de aguas. Os derivados
aplicados em modo batelada apresentaram alta eficiéncia de remocé&o de cristal
violeta (>99%). Além disso os autores destacam algumas vantagens de se
utilizar geopolimero como suporte para imobilizacdo de enzimas, tais como:
baixo custo, facilidade de preparacdo, estrutura porosa e boa estabilidade
quimica e porosa, além de ser um material biocompativel (ZHANG et al., 2020).

Suportes de geopolimeros obtidos por meio da técnica de DIW foram
utilizados para imobilizagc&o de lipase comercial de Candida rugosa. Para tanto,
foi necesséaria a modificacdo da estrutura do suporte de modo a possibilitar a
ligacdo covalente da enzima ao material que, apos imobilizada, foi utilizada na
hidrolise de 6leo de cozinha usada como uma passo preliminar para a producao
de biodiesel (DOS SANTOS et al., 2021).

Zhao e colaboradores (2024) realizaram a imobilizacdo de anidrase
carbénica em uma membrana de geopolimero para captura de CO2 com

eficiéncia de remocéo de CO2 de 99,90%, evidenciando as vantagens de usar
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membranas inorganicas para esta finalidade devido a sua alta resisténcia
mecanica e ao baixo custo de fabricacéo (ZHAO et al., 2024)

Embora haja diversos trabalhos que relatem a imobilizacdo de
glucoamilases em variados suportes enzimaticos, a literatura atual carece de
estudos envolvendo a imobilizacdo dessas enzimas em suportes impressos por
manufatura aditiva. Nesse sentido, o presente trabalho propés a imobilizagao de
glucoamilase comercial de origem fungica em dois suportes impressos por
manufatura aditiva: suportes de PLA, impressos por meio da técnica de
Modelagem por Deposicdo de Material Fundido (FDM) e suportes de

geopolimero os quais foram obtidos pela técnica de Direct Ink Writing (DIW).
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3. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi realizar a imobilizacdo de
glucoamilase comercial, de origem fungica, em suportes de poli acido latico
(PLA) e de geopolimero, obtidos utilizando-se a tecnologia de manufatura aditiva
visando a aplicagdo dos derivados na hidrélise do amido em reatores
enzimaticos operados em regime de batelada.

Os objetivos especificos foram:
- Imobilizar glucoamilase comercial em suportes impressos de PLA, avaliando-
se a influéncia de dois diferentes agentes funcionalizantes (HMDA -
Hexametileno diamina; EDA — Etileno diamina), do tratamento com NaBH4 apés
as etapas de funcionalizagdo, do pH de imobilizagdo e do carregamento
enzimatico;
- Imobilizar glucoamilase comercial em suportes impressos de geopolimero,
avaliando-se a influéncia do pH de imobilizagdo e carregamento enzimatico
utilizados;
- Caracterizar por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) os derivados obtidos;
- Caracterizar os derivados obtidos quanto a pH e temperatura 6timos de
atividade e estabilidade;
- Avaliar a estabilidade operacional dos derivados obtidos;
- Aplicar os derivados obtidos a partir da imobilizagdo em ambos os materiais
estudados (PLA e geopolimero) na hidrdlise do amido, em reator de tanque

agitado (batelada).

54



4. Material e métodos

4.1. Materiais

O filamento de PLA utilizado para impressao 3D dos suportes foram obtidos
a partir da empresa 3D Fila. A glucoamilase comercial de Aspergillus niger A7095
bem como as solugdes de glutaraldeido 25%, etilenodiamina (EDA), reagente de
Bradford, APTES (3-aminopropil trietoxisilano), hexametilenodiamina (HMDA),
borohidreto de sodio (NaBHa), acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e amido de batata
foram adquiridos da Sigma Aldrich. Os reagentes nitrato de aménio (NH4NO3) e
hexano foram adquiridos da Exodo. As solu¢des tampao foram preparadas no
momento de execugao dos ensaios.

4.2. :jmopbligzagéo da glucoamilase comercial em suportes impressos

e

4.2.1. Design dos suportes 3D de PLA

Os suportes 3D de PLA foram produzidos através da técnica de Modelagem
por Deposicdo de Material Fundido (FDM) utilizando-se impressora 3D
(MakerBot Replicator +). Os suportes foram projetados utilizando o software
AutoCad 2022 (Licenca de Estudante, Autodesk, USA) e modelados utilizando o
software MakerBot Print (verséo 4.10.1.2056). Os parametros utilizados para
impressdo dos suportes foram: altura de camada 0,2 mm; temperatura da
extrusora 205 °C; distancia de retracdo da extrusora 0,6 mm; velocidade de
impressao 150 mm/s. Os suportes foram projetados sob a forma de malha (1

mm) com as seguintes dimensdes: diametro 15 mm; altura 6 mm; (Figura 5).

55



Figura 5. Suportes de PLA projetados em CAD para imobilizacdo de

glucoamilase comercial.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2. Funcionalizagao dos suportes de PLA

Foram testados dois agentes funcionalizantes: hexametilenodiamina (HMDA)
e etilenodiamina (EDA). A funcionalizagdo com HMDA se deu por meio do
contato dos suportes com HMDA solubilizado em alcool isopropilico (1 g de
suporte em 5 mL de solugao de HMDA 60 mg/mL) por 120 minutos, a 55 °C.
ApoOs este periodo, os suportes foram lavados e mantidos em agua destilada,
sob agitacdo em agitador de rolo, por 24 horas e entdo secos com o auxilio de
bomba a vacuo por 5 minutos.

A funcionalizagdo com EDA foi realizada em solugdo 2 mol/L em alcool
isopropilico, por 120 minutos, temperatura ambiente, sob agitagao leve em
agitador orbital (35 g de suporte em 200 mL de solugdo de EDA). Apds este
periodo, os suportes foram lavados com agua destilada e secos com o auxilio de

bomba a vacuo por 5 minutos.
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A influéncia da adigdo de borohidreto de sodio (NaBH4) (0,057 g/g de
suporte), no processo de imobilizagdo da glucoamilase foi avaliada, apos a etapa
de funcionalizagdo, uma vez que é um agente utilizado para a estabilizagao de
sistemas de imobilizacdo. Os suportes ficaram em contato com a solugéo
contendo borohidreto de sodio por 4 horas, sob agitagao leve em agitador orbital,
a temperatura ambiente, em sistema aberto, pois ha a liberagdo de gases. A
seguir os suportes foram lavados com tampao acetato de sédio (0,1 mol/L, pH

4,5) e agua destilada em abundancia.

4.2.3. Ativacao dos suportes de PLA

Os suportes de PLA contendo os grupamentos amina foram ativados através
imersdo em solugdo de glutaraldeido 20%, solubilizado em tampé&o fosfato 0,01
mol/L, pH 7,5 (1 g de suporte em 20 mL de solug¢ado), sob agitagdo em agitador
orbital, durante 15 horas. Apds este periodo, os suportes foram lavados com
agua destilada e secos com o auxilio de bomba a vacuo. Ao final da ativagéo dos

suportes foi realizada a imobilizagdo da glucoamilase.

4.2.4. Imobilizagao em suportes de PLA

Apo6s a funcionalizagdo e ativagcao dos suportes obtidos, realizou-se a
imobilizagdo da glucoamilase. O carregamento enzimatico foi determinado com
base em ensaios preliminares de imobilizagdo fixando-o em 200 mg de
proteina/g de suporte (250 mg de proteina/ cm?). Os ensaios foram realizados
em tubos de ensaio utilizando-se a proporgao de 1 g de suporte ativado para 10
mL de fase liquida, composta por enzima e solugao tampao (tampéo fosfato para

os ensaios em pH 7,0 e tampao carbonato-bicarbonato para os ensaios em pH
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10,0, ambos a 0,5 mol/L). A mistura foi mantida por 24 horas sob agitacao leve
em agitador orbital, a 80 rpm, a temperatura de 25 °C. A seguir, os derivados
foram lavados com agua e tampao Mc llvaine pH 5,5, 0,1 mol/L, secos com
auxilio de bomba a vacuo e tiveram suas atividades enzimaticas determinadas.
A atividade enzimatica e o teor de proteinas foram também determinados no
sobrenadante e no liquido de lavagem (itens 4.5 e 4.6, respectivamente). O
rendimento da imobilizagcdo (R%) foi calculado por meio da relagdo entre a
quantidade total de U de enzima oferecida e a quantidade total de U de enzima

presente no sobrenadante apds imobilizacido, de acordo com a Equacgéo 1:

U total fornecido—U total sobrenadante

R (%) = x 100 (1)

U total fornecido

4.3. Imobilizagao da glucoamilase comercial em suportes impressos de
geopolimero

4.3.1. Impressao dos suportes de geopolimero

Os suportes de geopolimero foram obtidos por meio de uma parceria
internacional firmada entre os pesquisadores: Dr Paolo Colombo (Departamento
de Engenharia Industrial da Universidade de Padova — Italia), Dr Murilo Daniel
de Mello Innocentini (Universidade de Ribeirdo Preto — Brasil), Dr? Ariela Veloso
de Paula (Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da
UNESP de Araraquara — Brasil ) e Dr? Daniela Alonso Bocchini (Departamento

de Bioquimica e Quimica Organica do Instituto de Quimica (UNESP) — Brasil).

A pasta polimérica foi preparada usando metacaulim (Argical 1200S, Imerys

S.A., Paris, Franga), solucao de silicato de sodio (SS2942, Ingessil S.r.L.,
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Montorio, Italia), hidroxido de sédio (NaOH, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e agua destilada. Para obter uma tinta imprimivel com propriedades
reologicas adequadas, o geopolimero em po6 foi utilizado como carga e o
polietilenoglicol com um peso molecular médio de 1000 g/mol (PEG 1000,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi adicionado a pasta como agente
reologico. O sistema de impressé&o consistiu numa impressora Delta (Delta Wasp
2040 Turbo, Wasproject, Massa Lombarda, Italia) equipada com uma camara
pressurizada com um parafuso infinito para extrudir a pasta; a tinta foi transferida
para uma seringa de 30 mm? e foi acoplada a impressora. A tinta foi extrudada
por Direct Ink writing (DIW) através de um bocal com um didmetro de 840 ym
(Nordson ltalia S.p.a., Segrate, Itdlia) no ar e a temperatura ambiente, com

velocidade de impressao e fluxo de extrusao pré-determinados.

Os suportes de geopolimero foram impressos sob a forma de malha contendo
20 mm de diametro e 9,6 mm de altura. Apds o processo de impresséo, as
amostras foram colocadas em estufa, dentro de uma caixa fechada, onde foram
mantidas por 2 dias a 75 °C, até que a reagdes de polimerizacdo fossem
completas. Ao final, os suportes foram secos a 100 °C durante a noite. Antes de
serem preparados para a imobilizagcdo de glucoamilase, os suportes de
geopolimero foram cortados com o auxilio de serra diamantada a fim de se

aproveitar melhor o material.
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Figura 6. Suportes de geopolimero utilizados para imobilizagao de glucoamilase

comercial.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2. Troca ionica

Os suportes de geopolimero impressos foram submetidos a troca ibnica para
remogao dos ions Na* e K* méveis do material, preparando a superficie do
geopolimero para a funcionalizagdo com APTES. Para tanto, uma solugao de
NH4NOs 0,1 mol/L foi preparada e a troca ibnica foi realizada utilizando-se a
proporgcao de 1 g de geopolimero em 100 mL de solugdo. As amostras foram
imersas na solugdo e mantidas sob agitacdo mecanica; a cada 24 horas a

solucgao foi trocada e a troca ibnica ocorreu por um total de 4 dias.
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4.3.3. Funcionalizagao e ativagao dos suportes de geopolimero

Apos a troca idnica, os suportes tiveram suas superficies revestidas com
grupos NH2 por meio da adigdo de uma solucdo de 3% de 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) em hexano na propor¢do de 1 g de
geopolimero em 30 mL de solugdo, por 8 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, os suportes foram secos em estufa a 75 °C por 12 horas. Os suportes
foram ativados pela adigdo de uma solugéo de glutaraldeido a 2,5% em tampé&o
fosfato (pH 7,5, 0,01 mol/L), na propor¢ao de 1 g de geopolimero em 25 mL de
solugdo, durante 15 horas sob agitacdo em agitador orbital. Em seguida, foram
lavados com agua e solugdo tampao de pH 7,5 para remogao do glutaraldeido

€m exXCesso.

4.3.4. Imobilizagao em suportes de geopolimero

A imobilizagao de glucoamilase em suportes de geopolimero assim como o
calculo do carregamento enzimatico utilizado foram realizados conforme descrito
no item 4.2.4. Os calculos referentes aos carregamentos enzimaticos foram
realizados de acordo com quantidade de proteina a ser fornecida (mg) em funcao

do volume de suporte (cm?).

4.4. Avaliagao da influéncia do carregamento enzimatico na imobilizagao
de glucoamilase

A fim de se determinar qual a carga enzimatica mais adequada para a
imobilizagdo de glucoamilase em cada um dos suportes estudados, realizou-se
o estudo do carregamento enzimatico no qual foram avaliados os valores: 100,
200, 300 e 400 mg de proteina/ g de suporte, correspondentes a 125, 250, 375

e 500 mg de proteina/ cm?, respectivamente. Os ensaios foram realizados sob
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condi¢cdes determinadas previamente: 24 horas de imobilizagao, pH 10 e adicédo

de NaBHg4 (para os suportes de PLA).

4.5. Determinagao da atividade de glucoamilase

Para o desenvolvimento do protocolo a seguir, 0 amido foi previamente
gelatinizado em forno micro-ondas até que a solugdo ficasse translucida,
garantindo assim a total homogeneizagdo do substrato. A mistura de reacgéo
utilizada para se quantificar a atividade de glucoamilase soluvel constituiu-se
por 1800 pL de solugéo de substrato (amido soluvel — Sigma, a 5 g/L em tampéo
Mc llvaine 0,1mol/L, pH 4,93) e 200 yL da enzima comercial, diluida em agua
destilada. A reacao foi mantida a 50 °C, por 10 minutos, e entdo interrompida em
banho de gelo. Os controles foram preparados substituindo a solugdo de
substrato (controle da enzima) e a enzima comercial (controle do substrato) por
iguais volumes de agua. A quantificagdo da glicose liberada foi realizada como
descrito por Miller (1959) a partir de uma curva analitica de glicose. Para tanto,
a 500 pL do hidrolisado foram adicionados 500 uL de reagente DNS. As misturas
foram levadas ao banho de ebulicdo a 100 °C, por 5 minutos, resfriadas em
banho de gelo, adicionadas de 4,0 mL de agua destilada e homogeneizadas. Os
valores de absorbancia foram lidos em espectrofotdbmetro a 540 nm. Como
branco utilizado para zerar o aparelho, foi utilizado a mistura de 500 yL de agua
destilada e 500 uL de DNS, também submetida a fervura e posterior adicdo de
agua destilada como descrito acima. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de acucar
redutor por minuto, nas condigdes de ensaio acima citadas. No caso da

determinacdo da atividade dos derivados, a mistura de reagao constitui-se de
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1800uL de solugao de substrato, 200 uL de tampao Mc llvaine 0,1 mol/L, pH 4,93
e suporte contendo a enzima imobilizada
4.6. Determinagao da concentragao de proteinas pelo método de Braford
Adeterminagédo do teor de proteinas realizada através do método de Bradford
(1976) foi realizada a partir de uma curva analitica construida empregando-se
solugéo padronizada de soroalbumina bovina (0,3 mg/mL). A mistura de reagéo
contendo 50uL de solugcdo enzimatica convenientemente diluida e 500uL de
reagente de Bradford foi agitada e, apds 5 minutos, realizou-se a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro a 595 nm. Como branco, substituiu-se a

solugdo enzimatica por igual volume de agua destilada.

4.7. Caracterizagao fisico quimica da enzima soluvel e dos derivados
obtidos

A glucoamilase comercial, assim como os derivados obtidos, foram

caracterizados quanto ao efeito do pH e da temperatura sobre a atividade e (item

4.5) e estabilidade.

4.7.1. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade enzimatica
Para a determinagao dos valores 6timos de pH e temperatura para a atividade
da glucoamilase soluvel e imobilizada empregou-se a técnica estatistica de
planejamento experimentos. Para tanto foram realizados trés diferentes
Delineamentos de Composto Central Rotacional (DCCR) do tipo 22, com pontos
axiais e quatro replicagdes no ponto central (Tabela 3) As variaveis

independentes foram o pH (3,5 -7, 5) e a temperatura (30 — 70 °C) e a variavel
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resposta foi a atividade enzimatica relativa, expressa como porcentagem relativa

. Os dados obtidos foram tratados utilizando-se o software Statistica 10.

Tabela 3. Valores reais e codificados das variaveis utilizadas nos delineamentos

de composto central rotacional.

Niveis
Variavel
-1.41 -1 0 1 1.41
pH 2.67 3.5 5.5 7.5 8.3
Temperatura (°C) 21.7 30 50 70 78.3

Fonte: Elaborado pelo autor

4.7.2. Estabilidade ao pH e temperatura

A estabilidade dos derivados e da enzima soluvel frente aos respectivos
valores de pH otimos de atividade foi avaliada dosando-se as atividades
residuais apos 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 12 e 24, 48, 96 e 144 horas de incubagcdo em
solugéo tampao Mc llvaine 0,05 mol/L pH 5 (enzima soluvel e derivados obtidos
a partir da imobilizagdo em suportes de geopolimero) e pH 5,5 (enzima soluvel
e derivados obtidos a partir da imobilizagdo em suportes de PLA). Foram
calculados os valores dos coeficientes de desativagao (kd) € os tempos de meia

vida (t1/2) segundo as equagdes 2 e 3.
A

Onde: A = atividade enzimatica final da enzima (U/mL) e do derivado (U/g); Ao=

atividade enzimatica inicial; Ka = constante de desativagéo (h™'); t = tempo (h).
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o= 22 (3)

Onde: t12 = tempo de meia vida do biocatalisador; K4 = constante de desativacéo

(h).

A estabilidade dos derivados e da enzima soluvel frente aos respectivos
valores de temperatura Otimos de atividade foi avaliada dosando-se as
atividades residuais apés 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 e 240 minutos de
incubacdo a 50 °C (enzima soluvel e derivado obtido a partir da imobilizacéo
em suportes de PLA) e 55 °C (enzima soluvel e derivado obtido a partir da
imobilizacdo em suportes de geopolimero), em solucdo tampao (Mc llvaine
0,05 mol/L). Os valores de tempo de meia vida e o0s coeficientes de

desativacao térmica foram calculados.

4.8. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os suportes de PLA e de geopolimero, bem como os derivados, foram
caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Os espectros foram registrados na regido compreendida entre
4000 e 400 cm?, com 4 cm* deresolugéo, 32 varreduras por ensaio, em modo
ATR (Refletancia Total Atenuada) em um Espectrofotdbmetro FTIR - Platinum/
BRUKER; equipado com um cristal ATR em ZnSe de alta capacidade para

analise de sdlidos, pastas e liquidos.
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4.9. Ensaios de estabilidade operacional dos derivados obtidos a partir
da imobilizagcdo em suportes de PLA e em suportes de geopolimero

A estabilidade operacional dos derivados obtidos foi avaliada determinando-
se suas atividades enzimaticas ao longo de 10 ciclos reacionais seguidos. Ao
final de cada ciclo, os derivados foram lavados com tampao Mc llvaine 0,1 mol/L
(valor 6timos de pH para cada derivado), reutilizados e suas atividades residuais

foram calculadas.

4.10. Hidrdlise enzimatica do amido em reatores enzimaticos de tanque

agitado operando em batelada

Os ensaios de hidrélise foram realizados em reatores de tanque agitado
operando em batelada (4 cm de diametro, 6,5 cm de altura, 81,64 mL de volume
total) utilizando uma solu¢do de amido de batata a 1% (m/v, base de peso seco)
em tampao Mcllvaine (0,1 mol/L, pH 5 e 5,5, para hidrélise utilizando derivados
de geopolimero e de PLA, respectivamente) a 50 °C (PLA) ou 55 °C
(geopolimero) e uma carga enzimatica de 37,5 ou 133,33 U/g de substrato para
a glucoamilase soluvel e para os derivados , respectivamente, num volume final
de reacao de 70 mL. Os ensaios foram realizados em duplicata e amostras foram
tomadas durante em 0, 6, 12, 24 e 48 h. Apés 48 h, os derivados foram
removidos, lavados com tampao e depois utilizados numa nova reacédo de
hidrélise com a mesma duracéo, sob as mesmas condicdes. Os derivados foram

utilizados por um total de cinco ciclos de hidrdlise.
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4.11. Andlise dos produtos de hidrdlise do amido por cromatografia liquida

de altaresolucéo (HPLC)

O teor de glicose e maltose liberadas através da hidrélise enzimatica do
amido for quantificado utilizando um sistema HPLC equipado com um coluna
cromatografica BIO-RAD Aminex HPX-422 (300 x 7,8 mm) a 80 °C e um detector
de indice de refracéo a 60 °C. Agua ultrapura foi utilizada a uma vaz&o de 0,6
mL/min, como fase modvel e o volume de amostra injetado no sistema foi de 20
puL. Foram construidas curvas analiticas para a quantificacdo de glicose e
maltose utilizando-se padrfes analiticos secos com pentoxido de fésforo sob

vacuo. A conversdo do amido em glicose foi calculada por meio da Equacéo 4.
Glicose x
§ = (=) x 100 @

Onde: 6 = conversdo de amido em glicose (%); Glicose = numero de moles de
glicose; f=fator de hidrélise do amido ( f = 0,9 mol/mol) e n = nimero inicial de

mols de amido.
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5. Resultados e discussao

5.1. Imobilizagao de glucoamilase em suportes de PLA e em suportes

de geopolimero

A fim de se avaliar a influéncia do agente funcionalizante, do tratamento com

NaBH4 apds a etapa de funcionalizag&o e do pH na imobilizagdo de glucoamilase

em suportes impressos de PLA, ensaios de imobilizagdo utilizando carga

enzimatica de 200 mg de proteina/g de suporte (250 mg de proteina/ cm?® de

suporte) foram realizados. Os valores de atividade enzimatica e seus respectivos

valores de rendimento de imobilizacdo estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Influéncia do agente funcionalizante e do pH de imobilizagdo, na

presenca (ST) e na auséncia (SNT) de NaBH4 na imobilizagao de glucoamilase

em suportes de PLA.

Atividade enzimatica

Rendimento de imobilizagao

Agente pH de
(U/g) (%)
Funcionalizante imobilizagao
SNT ST SNT ST
7 9,73+0,232 12,91 + 0,482 10,56 + 2,092 25,86 + 10,942
EDA

10 9,22 + 0,052 13,68 + 0,832 31,30 + 4,21 32,80 + 0,512

7 9,38 £ 0,002 11,92 £ 0,04 24,84 +£0,00° 16,72 +2,32°
HMDA

10 9,19+ 0,472 12,00 £ 0,20° 40,86 + 8,00¢ 36,13 3,232

* Os valores das médias em uma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05) pelo teste de

Tukey.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os derivados que, apds a etapa de funcionalizagao, passaram por tratamento
com NaBHs, foram os que apresentaram os maiores valores de atividade
enzimatica, independente dos valores de pH utilizados durante a imobilizagcao e
do agente funcionalizante utilizado. O uso de EDA como agente funcionalizante,
seguido da adicdo de NaBH4 e posterior imobilizagdo em pH 10 levou a obtengéo
de derivados com a maior atividade enzimatica observada (13,68 + 0.83 U/g) e
os maiores rendimentos de imobilizagdo foram obtidos em pH 10, independente

do agente funcionalizante utilizado e do tratamento com NaBHa.

A fim de se fixar uma condicdo de imobilizacdo que proporcionasse a
maior atividade enziméatica, bem como um bom rendimento de imobilizacéo,
os dados obtidos foram tratados estatisticamente por meio da realizacéo de
uma ANOVA, com nivel de significanciade 95% (Tabela 5), seguido de pés

teste Tukey.
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Tabela 5. Analise de Variancia (ANOVA) para os valores de atividade enzimatica

e rendimento de

imobilizagdo dos derivados em funcdo do agente

funcionalizante, adicado de NaBH4 e pH de imobilizacio.

Atividade Enzimética

Rendimento de

Variaveis Imobilizacao
F valor p F Valor p
Ag.
Funcionalizante 112 x 103" 2,278 1,75 x 102
11,664 '
(A)
6* -1
Borohidreto (B) 211,727 1,72821 x 10 0,109 7,51 x10
-1 -3%
pH (C) 0,024 8,80 x 10 27,918 1,14 x 10
2% _2*
AXB 6,573 3,74 x 10 6,161 4,21 x 10
-1 -1
AXC 0,177 6,86 x 10 0,420 5,38 x 10
-1 -1
B X C 3,043 1,25 x 10 0,761 412 x 10
-1 -1
AXB XC 1,291 2,93 x10 2,067 1,94 x 10

*Valores em negrito sdo estatisticamente significantes ao nivel de 95% de confianga (p<0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor

Com base na Tabela 5 é possivel observar que o tipo de agente
funcionalizante e a adicdo NaBH4 sé@o estatisticamente significativos para os
valores de atividade enzimatica (p = 1,12 x 102 e p = 1,72821 x 10,
respectivamente). Por outro lado, para o rendimento de imobilizacdo foram
significativos (p < 0,05)apenas o pH de imobilizacdo (p = 1,14 x10°) e a
interacdo entre o agente funcionalizante e a adigdo de NaBHa(p = 4,21 x 102).

Além disso, o pés teste Tukey indicou que os valores de atividade
enzimatica dos derivados tratados com NaBHa4 e os valores daqueles que nao
passaram pelo mesmo tratamento apresentam diferenca estatistica ao nivel

de 95% (p<0,05).
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A imobilizacdo covalente de enzimas representa uma das técnicas mais
interessantes para aplicagbes industriais, uma vez que estando
covalentemente ligadas ao suporte geralmente apresentam uma maior
capacidade de reuso devido ao baixo nivel de dessorcao destas moléculas do
suporte. Além disso, ha a possibilidade de serem formadas ligacdes
multipontuais entre a enzima e o suporte, o que contribui para uma maior
estabilidade dessa ligacdo (ASLAN, Yakup et al., 2020; GARCIA-GALAN et al.,

2011; JESIONOWSKI et al., 2014; SHELDON, 2007).

A Figura 7 apresenta o0 mecanismo de rea¢ao envolvido no processo de
incorporacdodos grupamentos amina aos suportes de PLA. A amindlise, como
€ conhecida, ocorre quando uma amina reage com um éster dando origem a
uma amida e um alcool. O mecanismo desta reacéo envolve algumas etapas:
inicialmente, o grupo carbonila do PLA sofre um ataque nucleofilico do agente
funcionalizante formando um compostointermediario. Em seguida, o agente
funcionalizante se liga o composto intermediario formando um composto de
amida e um alcool como subproduto. A Figura 7 exemplifica o mecanismo de
reacao para o uso do HMDA, porém a reacao utilizando EDA como agente

funcionalizante segue 0 mesmo mecanismo.
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Figura 7. Mecanismo de reagdo de amindlise envolvido na incorporagdao dos
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Fonte: ZHU, Y. et al., 2004 (adaptado), Software ChemDraw

A etapa seguinte a funcionalizac&o corresponde a etapa de ativacao do
suporte pelo reagente bifuncional, glutaraldeido. O glutaraldeido atua como
um braco espacador entre a enzima e o suporte funcionalizado, facilitando a
ocorréncia dessa ligacdo. A adicdo de glutaraldeido ao sistema de
funcionalizac&o resulta na reacdo dos grupamentos amino incorporados aos
suportes de PLA com um dos grupamentos aldeidos presentes no reagente
bifuncional, originando a formacdo da base de Schiff (R-N=CH-R")
(MIGNEALUT et al., 2004) que neste caso podeser confirmada visualmente
pela alteracdo de cor do suporte de PLA que, inicialmente branco, apés o
contato com o glutaraldeido assume uma coloracdo marrom-alaranjada
(Figura 8). A mesma alteracdo de cor apds o contato com glutaraldeido,
evidenciando a formacéo da base de Schiff foi observada em suportes de
carragenana (HASSAN et al., 2019). Uma vez ativados, ha a formagéo de uma
nova base de Schiff, desta vez entre o glutaraldeido e os grupamentos amino

presentes na estrutura da enzima.
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Figura 8. Alteragdo da cor do suporte apds etapa de ativagdo com glutaraldeido.

a) sem exposi¢cao ao reagente b) apds exposigao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

No entanto, essas ligacbes sdo reconhecidamente instaveis
(ARULMURUGAN et al., 2010). Guisane colaboradores apresentam algumas
maneiras pelas quais tais ligagbes podem serestabilizadas, entre as quais esta
a realizacdo da imobilizacdo covalente multipontual em pH alcalino. Como
exposto anteriormente, sob pH 10 os grupamentos amino dos residuos de lisina
presentes na superficie das enzimas encontram-se desprotonados e,
consequentemente, altamente reativos. Nesse sentido, a imobilizacdo
covalente multipontual levara a formacéo de pelo menos duas bases de Schiff
entre dois grupos amina da enzima e dois grupos aldeido do suporte altamente
ativado. Embora sejam ligacdes instaveis, quando em maior quantidade estas
séo capazes de formar um sistema estavel epossibilitar uma ligacéo irreversivel
entre a enzima e o suporte. Desta forma, a presengca degrupos reativos e
estaveis na superficie do suporte favorece ndo s6 a imobilizagdo covalente

multipontual de uma enzima, mas também possibilita a utilizacdo de valores
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elevados de carregamento enzimatico (maiores que 100 mg de proteina / g de
suporte), porém, com tempo de imobilizacdo entre 10 e 24 horas (GUISAN et
al., 2020), justificando assim o tempo de imobilizacdo utilizado no presente
trabalho.

O pH de imobilizacdo € um fator importante a ser levado em conta
durante o desenvolvimento de um protocolo de imobilizacdo enzimatica, uma
vez que este influenciano grau de ionizacdo dos residuos de aminoéacidos
presentes na superficie da enzima, impactando diretamente na reatividade
com o suporte empregado. Imobilizacées do tipo covalente podem ocorrer de
duas maneiras, a depender do valor de pH utilizado. Em pH neutro a formacéo
de ligacdo covalente unipontual entre a enzima e o suporte utilizado é
favorecida, envolvendo-se apenas ogrupo amino terminal da enzima e o
suporte ativado. Por outro lado, ao utilizar-se valores de pH proximos de 10 ha
a prevaléncia da formacédo de multiplas ligacdes covalentes entre a enzima e
0 suporte ativado, proporcionando uma maior rigidez as moléculas de enzima
ligadas ao suporte. Isso se da gracas ao grande numero deresiduos do
aminodcido lisina presentes na superficie da maioria das enzimas, 0s quais
em valores alcalinos de pH encontram-se desprotonados facilitando a reacéo

comos grupos presentes no suporte (GUISAN et al., 2022)

Desta forma, optou-se por fixar como condicdo de imobilizacdo das
glucoamilases comerciais em suportes de PLA a funcionalizagdo com EDA,
seguida do tratamento com NaBHa, ativagdo com glutaraldeido e posterior
imobilizacdo em pH 10 (tampé&o carbonato-bicarbonato, 0,5 mol/L) visando
uma imobilizacdo covalente multipontual da enzima e derivados com a maior

atividade enzimatica e rendimento de imobilizag&o possivel.
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A imobilizagdo covalente de glucoamilase em suportes impressos de
geopolimero também foi estudada, em pH 7,0 e 10,0. Para fins de comparagéao
com a imobilizagcdo de glucoamilase em suportes de PLA, inicialmente, o
carregamento enzimatico avaliado foi de 200 mg de proteina/g de suporte. A
Tabela 6 apresenta os dados de atividade enzimatica dos derivados bem como

os dados de rendimento de imobilizagao.

Tabela 6. Avaliacédo da influéncia do pH na imobilizagao de glucoamilase em

suportes de geopolimero.

H de imobilizacso Atividade Enzimatica Rendimento de
b & (U/g) imobilizacdo (%)
7 13,79+ 1,55 62,89 * 3,56 2
10 13,22 + 2,44 2 66,31 % 3,28

Fonte: Elaborado pelo autor.

*Valores de atividade enzimatica e rendimento de imobilizagdo seguidos de mesma letra, na
coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Conforme apresentado na Tabela 6, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa quanto aos valores de atividade enzimatica e de rendimento de
imobilizagdo com relagdo ao valor de pH utilizado durante a imobilizagdo. Desta
forma, optou-se por realizar a imobilizagdo de glucoamilase em suportes de

geopolimero sob pH 10, visando sua imobilizagado covalente multipontual.

A imobilizacdo de glucoamilase em suportes de geopolimero mostrou-se
mais eficiente do que em suportes de PLA, com um aumento de mais de 100%
em seu rendimento. Essa superioridade pode ser explicada pela elevada
porosidade dos geopolimeros, correspondente a 56,4% de seu volume,
oferecendo uma maior area superficial para a interagdo com a enzima(DOS

SANTOS et al., 2021).
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A composigdo quimica de um geopolimero é similar a das zedlitas,
minerais de aluminossilicato microporosos, de origem natural ou sintética
(FRANCHIN et al.,, 2017). As zedlitas s&o frequentemente utilizadas na
imobilizacdo de enzimas para aplicacdo em industriais de bebidas e de
biocombustiveis, de papel, téxtil e de detergentes (AGGARWAL et al., 2021; SOY
et al., 2014; VILLA et al., 2022). No entanto, apesar de serem utilizadas como
suportes para imobilizagao de enzimas, o tamanho dos poros presentes em sua
estrutura (< 1nm) n&o favorece a acomodacgao de moléculas grandes como € o
caso das enzimas. Em contraste, os geopolimeros, embora semelhantes as
zedlitas em termos de composicao, geralmente possuem poros intrinsecos na
faixa mesoporosa (1-50 nm), o que facilita a imobilizagdo de enzimas (DOS
SANTOS et al., 2021). Isso pode explicar o maior rendimento de imobilizacéo

observado no presente trabalho em comparacdo com os suportes de PLA.

5.2. Influéncia do carregamento enziméatico na imobilizacdo de

glucoamilase

De maneira geral, quanto maior for o carregamento enzimatico
empregado durante a imobilizacdo, maiores sdo as chances de obter-se
derivados enziméticos com atividade elevada. No entanto, existe um limite
para 0 aumento da atividade enzimatica por meio do incremento do
carregamento, dada a possibilidade de atingir-se a saturagcdo dos sitio de
ligacdo do suporte (GUISAN et al., 2020).

Portanto, uma vez definidas as condi¢cdes de imobilizagdo em termos
de agente funcionalizante, pH de imobiliza¢ao e adicao de NaBHa, avaliou-se

a influéncia do carregamento enzimatico (Tabela 7).
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Tabela 7. Influéncia do carregamento enzimatico de suportes de PLA sob a

atividade enzimatica e o rendimento de imobilizagao da glucoamilase.

Carregamento enzimatico Atividade Rendimento de
Enzimatica (U/g) Imobilizagao (%)
100 mg/g (125 mg/cm?) 8,35 + 0,642 21,95 + 6,867
200 mg/g (250 mg/cm?) 11,65 + 0,49 31,70 + 5,372
300 mg/g (375 mg/cm?) 13,85 + 0,78P 32,05 + 0,492
400 mg/g (500 mg/cm?) 13,95 + 0,07° 39,30 + 8,774

*Valores de atividade enzimatica e rendimento de imobilizagdo seguidos de mesma letra, na

coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A atividade enzimatica dos derivados imobilizados variou de 8,35 a 13,95
U/g enquanto o rendimento de imobilizacdo variou entre 21,95% e 39,30%.
Verificou-se que, em relacéo a atividade enzimatica dos derivados, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os carregamentos de 200, 300 e
400 mg/g. No entanto, houve diferenca significativa apenas entre a atividade
enzimatica dos derivados com carregamento de 100 mg/g em relacdo aos
demais. Os valores de rendimento de imobilizacdo, dentro do intervalo de
carregamento analisado, nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa. Dessa forma, o carregamento enzimatico para imobilizacdo de

glucoamilase em suportes de PLA foi fixado em 200 mg/g.
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A Tabela 8 apresenta os dados obtidos experimentalmente referentes
a atividade enzimatica e rendimento de imobilizacdo em suportes de
geopolimero. A atividade enzimética dos derivados de geopolimero variou de
7,00 a 19,20 U/g enquanto o rendimento de imobilizagdo variou de 46,96% a

66,31%.

Tabela 8. Influéncia do carregamento enzimatico de suportes de geopolimero

sob a atividade enzimatica e o rendimento de imobilizacdo da glucoamilase.

Atividade Enzimatica Rendimento de
Carregamento ) .
(U/g) imobilizacao (%)
100 mg/g (125 mg/cms3) 7,00+1,182 46,96 £ 5,27 @
200 mg/g (250 mg/cm3) 13,22 £ 2,44 2 66,31 + 3,28
300 mg/g (375 mg/cm?) 11,30+1,89¢2 56,82 + 2,20 @
400 mg/g (500 mg/cm?) 19,20 £2,95° 37,70 £ 5,39 &

Fonte: Elaborado pelo autor

*Valores de atividade enzimatica e rendimento de imobilizagdo seguidos de mesma letra, na
coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em relacdo aos valores de rendimento de imobilizagéo, observa-se que,
a medida que o carregamento enzimatico aumenta, a porcentagem de
rendimento de imobilizacdo também cresce. No entanto, o incremento do
carregamento de 200 mg/g para 300 mg/g resultou em uma queda no
rendimento observado. Isso sugere que valores de carregamento superiores a
300 mg/g ndo necessariamente aumentam o rendimento de imobilizacéo,
possivelmente porque todos os locais de ligacdo da enzima no suporte de
geopolimero ja tenham sido ocupados, tornando ineficaz 0 aumento adicional

do carregamento enzimatico.
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Com base no exposto, definiu-se o carregamento enzimatico para
imobilizagdo de glucoamilase em suportes de geopolimero em 200 mg/g, pois
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os rendimentos de
imobilizagdo ao usar 200 e 300 mg/g, ambos resultando nos maiores valores de
rendimento de imobilizagdo observados. Além disso, embora o carregamento de
400 mg/g tenha resultado na maior atividade enzimatica observada, seria
necessario o dobro de enzima para alcanga-la, o que nao se justifica, visto que
a diferencga de atividades observadas n&o é grande o suficiente para justificar o

uso de uma quantidade maior de enzima.

5.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

dos suportes de PLA e de geopolimero
Apbés as etapas de funcionalizacdo, ativacdo e imobilizacdo, os
suportes de PLA foram caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR). A Figura 9 apresenta os espectros obtidos a

partir das amostras.
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Transmitancia (%)

Figura 9. Espectrometria em infravermelho do suporte de PLA (a), do
suporte apos a funcionalizagao, (b) do suporte funcionalizado e ativado, (c), do

derivado de PLA (d) e da enzima soluvel (e).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro correspondente ao suporte de PLA ndo modificado (Figura
9A) apresenta bandas em trés comprimentos de onda de absorgéo
caracteristicos do material e que também podem ser observados apés as
etapas de funcionalizacdo e imobilizacdo. A molécula de PLA consiste em um
polimero de acido latico caracterizada pela presenca de grupamentos alcool e
acido carboxilico. As bandas formadas em 1100 cm?' e 1220 cm®
correspondem a estes grupos, respectivamente, enquanto a banda em 1780
cm corresponde ao éster formado a partir da ligacdo de moléculas de &acido

latico entre si.

A Figura 9B apresenta 0 espectro correspondente ao PLA
funcionalizado. A banda observada em 1650 cm™ corresponde a amida formada

durante a reacao de aminolise do PLA. Os espectros apresentados nas Figuras
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9C e 9D, correspondentes aos suportes de PLA ativado e imobilizado,
respectivamente, que apresentam o aparecimento de uma banda em 3300
cm® (estiramento N-H) e uma banda fraca em torno de 1650 cm™ (estiramento

C=N de ligagbes imina).

O espectro da glucoamilase imobilizada (Figura 9D) mostrou uma
intensificacdo da banda em 3300 cm™, atribuivel ao aumento da presenca de
ligacbes N-H da cadeia peptidica da enzima. Além disso, as regides amida | e
Il (1650-1550 cm™) apresentaram intensidades aumentadas, caracteristicas da

estrutura proteica da enzima imobilizada.

Além disso, o pico observado em 1580 cm™ indica a presenca de
grupamentos amina no suporte imobilizado, os quais podem ser referentes ao

grupamento N-terminal da enzima imobilizada.

Em seu trabalho de imobilizacdo de lipases em suportes de PLA, Li e
colaboradores reportam espectros de FTIR similares aos descritos no presente
trabalho (LI et al., 2020), contribuindo para a confirmacao de que as mudancas
observadas nos suportes de PLA, evidenciadas através da analise dos
espectros descritos anteriormente, sdo decorrentes das etapas de imobilizacdo

de glucoamilase em suportes de PLA.

A Figura 10 apresenta os espectros de FTIR referentes aos suportes de
geopolimero (10A), suporte funcionalizado (10B), suporte ativado (10C) e o

derivado obtido apds a imobilizagédo da glucoamilase (10D).
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Figura 10. Espectrometria em infravermelho do suporte de geopolimero (a), do
suporte apos a funcionalizacéo, (b) do suporte funcionalizado e ativado, (c), do

derivado de geopolimero (d).

00
|
849cm™

(a)

1433cm?
976cm’!

(b)

(c)

Transmitancia (%)
‘ 3300cm?

1580cm’!

(d)

3300cm’!

| I | 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os suportes de geopolimero apresentam picos de vibragao caracteristicos
dos grupos Si-O em 976 cm™' e 849 cm™ (DOS SANTOS et al., 2021). Apds a
reagdo com APTES, observa-se a presenca de uma banda em 1434 cm™ que
pode ser atribuida ao modo de deformacgao simétrica a CH3 e CN. Além disso,
os grupos siloxanos Si-O (976cm™ e 849 cm™) tiveram seus picos alongados
devido a presenca de APTES na superficie do geopolimero. Os espectros
apresentados nas Figuras 10C e 10D, correspondentes aos suportes de

geopolimero ativado e imobilizado, respectivamente, e apresentam uma banda
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em 3300 cm-1 correspondentes a presenca de ligagdes imina, similares as
observadas nos espectros obtidos para os suportes de PLA, evidenciando a
formacéo das bases de Schiff .

5.4. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade de

glucoamilase soluvel e imobilizada em suportes de PLA

Aiinfluéncia do pH e da temperatura sobre as atividades da glucoamilase
em sua forma soluvel e imobilizada em suportes de PLA foi avaliada através do
uso de planejamentos experimentais do tipo Delineamento de Composto Central
Rotacional (DCCR) 22 com pontos axiais. Os resultados obtidos
experimentalmente bem como os valores preditos estao apresentados na Tabela

9.

83



Tabela 9. Matriz do planejamento experimental (DCCR) e resultados
experimentais e previstos para a atividade de glucoamilase soluvel e imobilizada

em suportes de PLA em funcao do pH e da temperatura.

. i Glucoamilase
Temperatura Glucoamilase soluvel Imobilizada
P Ativ. Relativa (%)

Ensaio pH (X1) (°C) Ativ. Relativa (%)
(X2) Experimental Pr(eyt::i)to Experimental Pr(eyti;to
1 (-1)3.5 (-1)30 36.7 56.2 46.1 31.9
2 (+1)7.5 (-1)30 15.6 13.9 23.2 17.3
3 (-1)3.5 (+1) 70 18.7 37.5 7.3 6.0
4 (+1)7.5 (+1)70 3.9 -2.4 12.2 19.1
5 (0)5.5 (0) 50 97 98.1 96.5 97.1
6 (0)5.5 (0) 50 99.5 98.1 95.6 97.1
7 (0)5.5 (0) 50 96.2 98.1 96.4 97.1
8 (0)5.5 (0) 50 100* 98.1 100** 97.1
9 (-1.41) 2.67 (0) 50 90.8 67.6 7.4 17.4
10 (+1.41) 8.3 (0) 50 4 9.6 19.8 16.3
11 (0)5.5 (-1.41)21.7 35.5 271 16.6 29.7
12 (0)5.5 (+1.41)78.3 10 25 17.7 12.8

Fonte: Elaborado pelo autor

Atividade de glucoamilase expressa em Atividade relativa em relagdo ao maior valor obtido.

* 12,000 U/mL, ** 10 U/g.

A analise estatistica dos resultados obtidos revela que o pH exerceu
efeito negativo (p < 0,05), em seus termos linear e quadratico, sobre a atividade

de glucoamilase soluvel (Tabela 10) enquanto a temperatura exerceu efeito
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também negativo na atividade de glucoamilase soluvel, porém apenas seu termo
quadratico se mostrou estatisticamente significativo. Nesse sentido, é possivel
observar que valores mais baixos de pH resultam em melhores respostas dentro
do intervalo estudado (DOMINGUES et al., 2022), conforme observados nos
ensaios 1 (pH 3.5, 30 °C), 9 (pH 2,67, 50 °C) e nos pontos centrais (pH 5,5, 50

°C).

Tabela 10. Coeficientes de regressao dos efeitos do pH e da temperatura na

atividade de glucoamilase soluvel

Nome Efeito Erro Padrédo tcalculado p - valor
Média 98.1307 7.89467 12.42999 0.000017
pH (x1) (L) -41.1644 11.19209 -3.67799 0.010355
pH (x1) (Q) -59.8994 12.5722 -4.76443 0.003112
T °C (x2) (L) -17.4109 11.16185 -1.55986 0.169810
T °C (x2) (Q) -83.8059 12.46645 -6.72252 0.000527
X1. X2 1.2000 15.78963 0.07600 0.941890

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por outro lado, a analise estatistica dos resultados obtidos em relagéo
as atividades da glucoamilase imobilizada em suportes de PLA revelou que
ambas as variaveis exerceram efeitos negativos apenas em seus termos
quadraticos na atividade dos derivados obtidos (Tabela 11). O fato de a influéncia
das variaveis estudadas nao terem sido estatisticamente significativas em seus
termos lineares nao significa, necessariamente, que estas nao exercem
influéncia na atividade dos derivados, mas sim que as mudancas observadas na

variavel resposta ndo foram significantes o suficiente para afetarem o modelo
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matematico. Como pode ser observado nos ensaios 1 (pH 3,5, 30 °C) e nos
ensaios de 5 a 8 (pH 5,5, 50 °C), os maiores valores de atividades foram obtidos

sob valores baixos de pH e temperatura entre 30 e 50 °C.

Tabela 11. Coeficientes de regressédo dos efeitos do pH e da temperatura na

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de PLA.

Nome Efeito Erro padrdo tcalculado p-valor
Média 97.1411 4.920702 19.7413 0.000001
pH (x1) (L) -0.7267 6.975970 -0.1042 0.920430
pH (x1) (Q) -80.7439 7.836195 -10.3040 0.000049
T °C (x2) (L) -12.0542 6.957119 -1.7326 0.133866
T °C (x2) (Q) -76.3195 7.770271 -9.8220 0.000064
X1. X2 13.900 9.841588 1.4124 0.207546

Fonte: Elaborado pelo autor.

As alteragbes de temperatura podem influenciar a estrutura
tridimensional das enzimas e, consequentemente, sua atividade catalitica. A
auséncia de efeito do termo linear da temperatura na atividade enzimatica pode
ser explicada pela tolerancia da enzima, soluvel e imobilizada, a faixa de
temperatura estudada. Além disso, esperava-se que a glucoamilase imobilizada
nao fosse significativamente afetada pela temperatura, dado que o objetivo da
imobilizagdo ¢é proteger as enzimas contras temperaturas e evitar o
desdobramento de sua estrutura terciaria. (BENAMIA et al., 2017; REMONATTO
etal., 2021; WU et al., 2012). No entanto, a imobilizagdo covalente em suportes
ativados com glutaraldeido ocorre pela interacdo deste reagente a extremidade

N-terminal das enzimas, o que resulta em possiveis mudangas na ionizagao da
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cadeia lateral dos residuos de aminoacidos e na interagdo com os residuos
basicos da enzima, diminuindo a flexibilidade conformacional e evitando a
desnaturacao pelo calor (BADOEI-DALFARD et al., 2019; DOMINGUES et al.,

2022).

O pH exerceu um impacto mais pronunciado na atividade da
glucoamilase soluvel. No entanto, apds a imobilizagao, seu termo linear deixou
de exercer efeito estatisticamente significativo na variavel resposta. Por
conseguinte, o suporte provavelmente contribuiu para proteger a enzima dos

efeitos advindos das alteragcdes do pH.

Os modelos matematicos que descrevem as atividades relativas da
glucoamilase soluvel (Y1) e imobilizada (Y2) em fungdo do pH (X1) e da
temperatura (X2) foram construidos utilizando-se os coeficientes de regresséo e

estao descritos nas Eqgs 5 e 6, respectivamente:
Y, = 98.14 — 20.57X, — 29.95X% — 8.73X, — 41.90X2 + 0.59X, X, (Eq. 5)
Y, = 97.16 — 0.39X; — 40.39X% — 6.02X, — 38.17X% + 6.95X, X, (Eq. 6)

A construgao dos modelos matematicos foi realizada considerando-se os
parametros estatisticamente significativos e nao significativos, respeitando-se o
principio da hereditariedade de efeito forte, que propde que todos os

componentes de ordem inferior de um efeito de modelo sejam incluidos.

As anadlises de variancia (ANOVA) foram realizadas para avaliar a
adequacao dos modelos ajustados (Tabelas 12 e 13). O modelo gerado para a
atividade de glucoamilase soluvel (Eq. 5) apresentou valor R? igual a 0,92,
indicando que 92% da variancia da atividade enzimatica observada foi explicada

pelo modelo. De maneira similar, o modelo para atividade de glucoamilase
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imobilizada em suportes de PLA (Eq. 6) apresentou valor R? igual a 0,96,

explicando 96% da variacéo da atividade enzimatica. Além disso, os valores de

F foram de 14,62 e 34,84, respectivamente, sendo superiores ao valor F-critico

(4,39). Esses resultados indicam, portanto, que ambos os modelos descrevem

de maneira eficaz a atividade de glucoamilase soluvel e imobilizada em fungéo

do pH e da temperatura. Além disso, conforme apresentado pela Tabela 9, é

possivel notar uma forte correlacédo entre os valores experimentais e os valores

previstos pelos modelos.

Tabela 12. Analise de variancia (ANOVA) para os efeitos pH e temperatura na

atividade de glucoamilase soluvel.

Nome SS df MS F p

pH (x1) (L) 3372.59 1 337259 1352759  0.010355
pH (x1) (Q) 5659.34 1 5659.34  22.69979  0.003112
T °C (x2) (L) 606.32 1 606.62 2.43317  0.169810
T°C (x2) (Q)  11266.97 1 11266.97  45.19222  0.000527
X1. X2 1.44 1 1.44 0.00578 0.941890
Error 1495.87 6 249.31

Total SS 19723.19 11

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 13. Analise de variancia (ANOVA) para os efeitos pH e temperatura na

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de PLA.

Nome SS df MS F p

pH (x1) (L) 1.05 1 1.05 0.0109 0.920430
pH (x1) (Q) 10283.47 1 10283.47 106.1718  0.000049
T °C (x2) (L) 290.77 1 290.77 3.0020 0.133866
T °C (x2) (Q) 9343.93 1 9343.93 96.4715 0.000064
X1. X2 193.21 1 193.21 1.9948 0.207546
Error 581.14 6 96.86

Total SS 17453.68 11

Fonte: Elaborada pelo autor

Os modelos foram utilizados para gerar graficos de superficie de

resposta para identificagao das faixas 6timas de pH e temperatura de atividade.

A Figura 11 apresenta os graficos de superficie de resposta para a atividade de

glucoamilase soluvel (Figura 11A) e imobilizada (Figura 11B). Observou-se que

os valores de pH e temperatura mais proximos dos pontos centrais proporcionam

os valores de atividade mais elevados tanto para a glucoamilase soluvel como

para a imobilizada. Além disso, as superficies de resposta também confirmaram

que os valores de pH e temperatura mais afastados dos pontos centrais tiveram

efeito negativo nas atividades, corroborando o efeito negativos dos termos

quadraticos das variaveis estudadas.
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Figura 11. Superficies de resposta obtidas para os efeitos do pH e temperatura
sobre a atividade da glucoamilase soluvel (A) e dos derivados obtidos a partir

imobilizagdo de glucoamilase em suportes de PLA (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.
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Os modelos foram ainda utilizados para prever os valores 6timos de pH
e temperatura utilizando-se a fung¢ao de desejabilidade do software Statistica 10.
(Figura 12). A analise revelou que o pH 4,92 e temperatura 50 °C sdo as
condigdes ideais para se obter a maior atividade de glucoamilase soluvel (Figura
12A). Em relagao a glucoamilase imobilizada em suportes de PLA (Figura 12B),
as condic¢oes otimas sao pH 5,5 e 50 °C. As condigbes ideais foram utilizadas
para realizar a validagao das informacgdes obtidas € o modelo previu uma
atividade maxima de 12.189 U/mL para a glucoamilase soluvel e 10 U/g para a

glucoamilase imobilizada. As atividades experimentas foram, respectivamente,

12.300 £ 39 U/mL e 9,16 + 0,76 U/g.
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Figura 12. Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das
variaveis pH e temperatura no delineamento de composto central rotacional
(DCCR), para a maxima atividade de glucoamilase soluvel(A) e derivados

obtidos a partir da imobilizagdo de glucoamilase em suportes de PLA (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.

De maneira similar, a influéncia do pH e da temperatura sobre a atividade
da glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero foi avaliada através do
uso de planejamentos experimentais do tipo Delineamento de Composto Central

Rotacional (DCCR) 22 com pontos axiais. Os resultados obtidos

experimentalmente bem como os valores preditos estdo apresentados na Tabela

14.

91

53647  100.00

7.2932

Ativ. refat. (%)



Tabela 14. Matriz do planejamento experimental (DCCR) e resultados
experimentais e previstos para a atividade de glucoamilase imobilizada em

suportes de geopolimero.

Ativ. Relativa (%
Temperatura (°C) tiv. Relativa (%)

Ensaio PH () (X2) Experimental Pr(eYc?si)to
1 (-1)3.5 (-1) 30 53,41 57,15
2 (+1)7.5 (-1) 30 54,67 44,67
3 (-1)3.5 (+1) 70 71,21 83,55
4 (+1)7.5 (+1) 70 16,41 15,03
5 (0)5.5 (0) 50 98,00 98,33
6 (0)5.5 (0) 50 97,00 98,33
7 (0)5.5 (0) 50 98,50 98,33
8 (0)5.5 (0) 50 100,00 98,33
9 (-1.41) 2.67 (0) 50 91,29 80,68
10 (+1.41) 8.3 (0) 50 15,78 23,57
11 (0)5.5 (-1.41)21.7 44 57 49,79
12 (0)5.5 (+1.41)78.3 54,42 47,51

Fonte: Elaborado pelo autor

Atividade de glucoamilase expressa em Atividade relativa em relagdo ao maior valor obtido.

*7,92 Ulg

A analise estatistica dos resultados obtidos revela que, assim como
para a glucoamilase soluvel, o pH exerceu efeito negativo (p < 0,05), em seus
termos linear e quadratico, sobre a atividade de glucoamilase imobilizada em
suportes de geopolimero (Tabela 15) enquanto a temperatura exerceu efeito

também negativo na atividade de glucoamilase soluvel, porém apenas seu termo
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quadratico se mostrou estatisticamente significativo. Aléem disso, no caso da
imobilizagdo de glucoamilase em suportes de geopolimero, a interagdo entre as
variaveis pH e temperatura também exerceram efeito negativo significativo sobre
a atividade enzimatica, o que nao havia sido observado nem para a enzima em
sua forma soluvel e nem para a enzima imobilizada em suportes de PLA. Desta
maneira, observa-se que valores mais baixos de pH resultam em melhores
atividades enzimaticas dentro do intervalo estudado (DOMINGUES et al., 2022),
conforme observado nos ensaios 1 (pH 3.5, 30 °C), 9 (pH 2,67, 50 °C) e nos
pontos centrais (pH 5,5, 50 °C), um comportamento bastante parecido com a

enzima em sua forma soluvel.

Tabela 15. Coeficientes de regressao dos efeitos do pH e da temperatura na

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero.

Nome Efeito Erro padrdo tcalculado p-valor
Média 98,3281 4,750464 20,69862 0,000001
pH (x1) (L) -40,4933 6,734628 -6,01270 0,000954
pH (x1) (Q) -46,4747 7,565092 -6,14332 0,000852
T °C (x2) (L) -1,6288 6,716428 -0,24251 0,816459
T °C (x2) (Q) -49,9601 7,501448 -6,66006 0,000554
X1. X2 -28,0303 9,501105 -2,95022 0,025606

Fonte: Elaborado pelo autor
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Assim como observado para os derivados de PLA, observou-se também
a auséncia de efeito do termo linear da temperatura sobre a atividade enzimatica
dos derivados de geopolimero, o que pode ser explicada tanto pela tolerancia da
enzima imobilizada a faixa de temperatura estudada assim como pelas possiveis
mudangas na ionizagdo da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos e na

interagdo com os residuos basicos da enzima, conforme discutido anteriormente.

O modelo matematico que descreve a atividade relativa da glucoamilase
imobilizada em suportes de geopolimero (Y3) em fungdo do pH (X1) e da
temperatura (X2) foi construido utilizando-se os coeficientes de regressao e esta

descritona Eq 7.
Y; = 98.33 — 20,25X; — 23,24X? — 0,81X, — 24,99X2 + 14,01X, X, (Eq. 7)

A construgcdo do modelo matematico foi realizada considerando-se os
parametros estatisticamente significativos e nao significativos, respeitando-se o

principio da hereditariedade de efeito forte,

A adequacdo do modelo ajustado foi avaliada por meio de ANOVA
(Tabela 16) . O modelo para atividade de glucoamilase imobilizada em suportes
de geopolimero (Eqg. 7) apresentou valor R? igual a 0,95, e o valor de F foi de
22,56, superior ao valor F-critico (4,39). Esses resultados indicam, portanto, que
o modelo obtido descreve de maneira eficaz a atividade de glucoamilase
imobilizada em suportes de geopolimero em fungao do pH e da temperatura.
Além disso, conforme apresentado pela Tabela 14, é possivel notar uma forte

correlacao entre os valores experimentais e os valores previstos pelos modelos.
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Tabela 16. Analise de variancia (ANOVA) para os efeitos pH e temperatura na

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero

Nome SS df MS F p

pH (x1) (L) 3263,53 1 3263,529  36,15257  0,000954
pH (x1) (Q) 3406,86 1 3406,857  37,74032  0,000852
T °C (x2) (L) 5,31 1 5,309 0,05881 0,816459
T °C (x2) (Q) 4004,09 1 4004,094  44,35637  0,000554
X1. X2 785,70 1 785,698 8,70377 0,025601
Error 541,63 6 90,271

Total SS 10723,72 11

Fonte: Elaborada pelo autor

O modelo obtido foi utilizado para geracao dos graficos de superficie de
resposta para identificacdo das faixas 6timas de pH e temperatura de atividade.
A Figura 13 apresenta o grafico de superficie de resposta para a atividade de
glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero. Observou-se que os
valores de pH e temperatura mais proximos dos pontos centrais proporcionam
os valores de atividade mais elevados, similar ao observado tanto para a
glucoamilase soluvel como para a imobilizada em suportes de PLA. Além disso,
as superficies de resposta também confirmaram que os valores extremos de pH
e temperatura tiveram efeito negativo nas atividades, corroborando o efeito
negativos dos termos quadraticos das variaveis estudadas, assim como o
observado para a enzima em sua forma soluvel e imobilizada em suportes de

PLA.
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Figura 13. Superficie de resposta obtida para os efeitos do pH e temperatura

sobre a atividade da glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero.
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.

A funcdo de desejabilidade do software Statistica 10 foi utilizada para
prever os valores 6timos de pH e temperatura, a partir do modelo obtido. Os
resultados sao apresentados na Figura 14. A analise revelou que o pH 4,92 e
temperatura 55 °C sao as condi¢des ideais para se obter a maior atividade de
glucoamilase imobilizada em suportes de geopolimero. As condi¢des ideais
foram utilizadas para realizar a validagao das informagdes obtidas e o modelo

previu uma atividade maxima de 8 U/g para os derivados de geopolimero. A

atividade experimental foi 7,22 + 0,31 U/g.
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Figura 14. Perfil dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das
variaveis pH e temperatura no delineamento de composto central rotacional
(DCCR), para a maxima atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de

geopolimero
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.

As glucoamilases sao principalmente utilizadas em reagdes de
sacarificagado do amido, um processo que ocorre tipicamente entre 50 e 60 °C e
pH entre 4 e 5. A glicose resultante pode entao ser aplicada para producéo de
bebidas, alimentos e até mesmo etanol, através da atividade de leveduras

fermentativas (ZHU et al., 2019). Nesse sentido, a imobilizagao de glucoamilase
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em suportes de PLA e em suportes de geopolimero demonstra potencial para
aplicagdes industriais visto que os derivados obtidos apresentam valores de
temperatura e pH 6timos de atividade dentro da faixa em que a enzima soluvel

costuma ser usada industrialmente.

A literatura atual carece de trabalhos que relatem uso o de PLA e
geopolimero como suporte para imobilizagdo de glucoamilase, porém, as
condicdes ideais de pH e temperatura para atividade de glucoamilase soluvel e
imobilizada nos dois diferentes suportes (PLA e geopolimero) estdo de acordo
com as relatadas para glucoamilase fungicas e outros tipos de suportes
utilizados para imobilizacdo (ASLAN, Y. et al., 2020; DA COSTA LUCHIARI et al.,
2021; HASSAN et al., 2019; SYED et al., 2016). Aslan e colaboradores (2020)
apontam que a imobilizagao covalente de glucoamilase em suportes de carbono
ativado nao alterou os valores 6timos de pH e temperatura de atividade, em
relacdo a enzima soluvel (pH 5,5 e 55-60°C) (ASLAN, Y. et al., 2020).
Similarmente, Hassan e colaboradores (2019) também nao observaram
alteragdes quanto ao pH e temperatura 6timos (pH 5, 60 °C) apds a imobilizagcao
covalente usando kappa carragenana (HASSAN et al., 2019). Da Costa Luchiari
e colaboradores (2021) reportam valores 6timos de temperatura e pH de 50 °C
e pH 5 para a enzima em sua forma livre, apds a imobilizagdo covalente em pé
de sabugo de milho o derivado apresentou aumento de 10 °C no valor de
temperatura 6tima, sem alteragdes para o valor de pH 6timo (DA COSTA
LUCHIARI et al, 2021). Syed e colaboradores (2016) imobilizaram
covalentemente glucoamilase de Neurospora sitophila em nanoparticulas de

prata revestidas com fitoquimicos. Nao foi observada diferenca entre os valores
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de pH e temperatura 6timos (pH 5 e 45 °C) apods a imobilizagdo (SYED et al.,

2016).

5.5. Estabilidade pH e temperatura

A estabilidade de uma enzima frente a temperatura e ao pH € um
parametro que deve ser avaliado durante sua caracterizagao, uma vez que estes
dadossdo importantes para se determinar condicbes de armazenamento e

estocagem.

5.5.1. Estabilidade frente a temperatura da glucoamilase soluvel e dos

derivados de PLA e geopolimero

A Tabela 17 apresenta as constantes de desativacéo térmica (Kd) € 0
tempo de meia vida (t12) para a enzima em sua forma soluvel e imobilizada
nos suportes de PLA e geopolimero sob as respectivas temperaturas 6timas

de atividade.

Em sua forma soluvel, a glucoamilase comercial apresentou boa
resisténcia a desnaturacdo térmica quando incubada sob as temperaturas
estudadas (50 e 55 °C), apresentando tempos de meia vida de 4,62 e 1,79 h,

respectivamente.

Da Costa Luchiari e colaboradores (2021) relatam a resisténcia térmica
da glucoamilase comercial entre 30 e 50 °C, mantendo-se por até 10 horas mais
de 80% de sua atividade inicial. No entanto, a partir de 60 °C a atividade é
afetada diretamente. Apds duas horas incubada sob temperatura de 60 °C,

apenas 40% da atividade inicial € mantida. Porém, apds ser incubada sob 70 °C

99



e 80 °C, a atividade enzimatica é praticamente zerada (DA COSTA LUCHIARI et

al., 2021), corroboram o resultados obtidos no presente trabalho.

Por outro lado, os derivados de PLA e geopolimero apresentaram menor
estabilidade térmica quando comparados a enzima sua forma soluvel, com
meias-vida de 0,51 e 0,40 h, respectivamente, com consequente elevagao dos

valores de suas constantes de desativagao térmica (1,36 e 1,77 h'"),

Vaidya e colaboradores imobilizaram glucoamilase comercial em
suportes de estrutura metdlica organica bioldgica (bio-MOF) e relatam que a
imobilizagdo proporcionou o aumeto da termoestabilidade da enzima sob trés
diferetens temperaturas: 55, 65 e 75 °C com alteracdo nos tempos de meia vida
de 35 para 77 minutos (565 °C); 24 para 42 minutos (65 °C) e 17 para 26 minutos
(75 °C) (VAIDYA et al., 2020). Outros trabalhos também relatam a melhora na
termoestabilidade de glucoamilases apos a imobilizagdo (DA COSTA LUCHIARI

et al., 2021; NADAR; RATHOD, 2017).

Tabela 17. Constantes de desativacao térmica (Kq) e tempo de meia vida (t1/2)

da enzima soluvel e imobilizada em suportes de PLA e geopolimero.

Soluble
Temperature PLA derivative
pH glucoamylase
(°C)
Ka (h'1) tuz2(h) Ka(h?1)  tiuz2(h)
50 0.15 4.62 1.36 0.51
5.5 0.07 10.66 0.11 6.59

Fonte: Elaborada pelo autor.

100



A estabilidade da enzima comercial frente ao pH em sua forma soluvel
(pH 5 e 5,5), imobilizada em suportes de PLA (pH 5,5) e imobilizada em suportes
de geopolimero (pH 5) foi avaliada e as constantes de desativagdo enzimatica

pelo efeito do pH e tempo de meia vida foram calculados (Tabela 18).

A enzima em sua forma soluvel apresentou boa resisténcia a
desnaturacédo por acdo do pH, com meias-vida de 32,85 e 10,66 h,

respectivamente.

Porém, de maneira similar ao observado nos experimentos de
termoestabilidade, a imobilizagdo das glucoamilases em suportes de PLA n&o
proporcionou uma melhora na estabilidade ao pH estudado, embora a
interferéncia nos valores de Kq e t1/2 tenha sido menor em relagédo ao que foi
observado para os valores de termoestabilidade. O tempo de meia vida da
enzima soluvel, em pH 5,5, foi 1,6 vezes maior que o observado nos derivados

de PLA.

Por outro lado, a imobilizacdo de glucoamilases em suportes de
geopolimero contribuiu para que a estabilidade em pH 5, seu pH 6timo de
atividade, aumentasse passando de 32,85 para 101,93 h, representando um

aumento de 3,10 vezes em seu tempo de meia vida.
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Tabela 18. Constantes de desativacdo enzimatica pelo efeito do pH 6timo de
atividade (Kd) e tempo de meia vida (t12) da enzima soluvel e imobilizada em

suportes de PLA e geopolimero.

Enzima Solavel Derivado PLA Derivado Geopolimero
PH Ka (h'1) tuz2(h) Ka(h1)  tuz(h) Kda (h1) ti2 (h)
5 0,02 32,85 - - 0,01 101,93
5,5 0,07 10,66 0,11 6,59 - -

Fonte: Elaborada pelo autor.

Embora o processo de imobilizagdo tenha como principal objetivo
possibilitar o reusode enzimas, este pode proporcionar melhoras na estabilidade
do biocatalisador frente alteracoes de temperatura e/ou de pH. Nao foi possivel,
porém, observar este principio no presente trabalho com relagao a estabilidade
a temperatura (para ambos os derivados) e com relagado a estabilidade ao pH
(para os derivados de PLA). O processo de imobilizagdo pode causar alteragdes
tanto a estrutura quanto ao sitio ativo da enzima, o que pode ser observado
através da melhora dos seus valores de atividade e/ou estabilidade como
também por meio da inativagdo da enzima (GUISAN et al., 2020). Acredita-se,
portanto, que o processo de imobilizacdo desenvolvido no presente trabalho
possa ter afetado a estrutura e/ou o sitio ativo da enzima, contribuindo para uma
menor estabilidade térmica, se comparado com a enzima soluvel, sob as

condi¢des estudadas.

102



As glucoamilases apresentam em sua estrutura sitios de glicosilagéo os
quais desempenham um papel crucial em sua estabilidade conformacional
(ROTH et al., 2018). Os residuos de carboidratos encontrados na estrutura das
glucoamilases s&o necessarios para a manutengdo de sua conformacéo
tridimensional e atuam como uma barreira protetora, impedindo a exposigcao de
regides hidrofébicas da cadeia polipeptidica ao solvente (VIHINEN; MANTSALA,
1989). Além disso, os oligossacarideos podem formar interagées de hidrogénio
com a cadeia principal e os residuos de aminoacido da proteina, contribuindo
para a estabilizagdo de sua estrutura terciaria (SAHA; ZEIKUS, 1989). No
entanto, acredita-se que as condigdes alcalinas empregadas durante do
processo de imobilizagdo empregado possam ter contribuido para a indugéo de
alteracbes conformacionais e a formagcao de um microambiente capazes de
comprometerem a integridade destes oligossacarideos, alterando-se os padrdes
de glicosilagdo da enzima. Consequentemente, a perda destes grupos expde as
regides hidrofébicas da proteina, promovendo intera¢gdes intermoleculares
indesejaveis, resultando na diminuicéo significativa da estabilidade enzimatica
observada (SAHA; ZEIKUS, 1989).

A estabilidade enzimatica constitui um dos pilares para a viabilidade
econdmica e aplicabilidade industrial de biocatalisadores. A perda gradual da
atividade enzimatica ao longo do tempo, decorrente de fatores intrinsecos e
extrinsecos, pode comprometer significativamente o desempenho e a eficiéncia
de determinado processo (HAMID et al., 2022; NDOCHINWA et al., 2024). Nesse
sentido, o desenvolvimento de estratégias que visem melhorar a estabilidade dos

derivados obtidos no presente trabalho, tais como a ligacédo de substancias
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quimicas ou grupos reacionais a enzima, como a PEGilagao (BAIG et al., 2015;
DIAZ-RODRIGUEZ; DAVIS, 2011).

A PEGilagao, processo no qual ocorre a conjugagcdo covalente de
moléculas de polietilenoglicol (PEG), um polimero hidrofilico, a superficie
proteica, tem se mostrado uma ferramenta interessante para melhorar a
estabilidade de diferentes enzimas (DABA et al., 2013; HSIEH; LIN, 2015;
KUMAR et al., 2014; QUINTANILLA-GUERRERO et al., 2008). A formagéo de
uma camada de PEG na superficie da enzima ajudaria a manter um
microambiente aquoso ao redor da enzima, protegendo-a da desidratacéo. Além
disso a utilizacdo de PEG poderia contribuir para a reducdo de interagdes
hidrofébicas entre as moléculas de enzima e atuar como uma barreira fisica,
protegendo-a de agentes desnaturantes como temperaturas e pH

extremos(FANG et al., 2018).

5.6. Estabilidade operacional das glucoamilases imobilizadas em
suportes de PLA

O objetivo principal da imobilizagdo de enzimas € possibilitar o seu

reuso, tornando os processos enzimaticos mais interessante do ponto de vista

econdmico (BASSO; SERBAN, 2019). Nesse sentido, € importante avaliar a

estabilidade operacional dos derivados obtidos, a fim de se verificar por quantos
ciclos de reacao estes sdo capazes de manter suas atividades cataliticas.

Portanto, os derivados de PLA tiveram sua estabilidade operacional

avaliada durante 10 minutos, por 10 ciclos reacionais, sob temperatura e pH

otimos de reagao (50 °C e 5,5, respectivamente), conforme apresenta a Figura

15.
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Figura 15. Estabilidade operacional dos derivados obtidos através da

imobilizagdo covalente de glucoamilase em suportes de PLA. *100%: 9,18 U/g.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os derivados foram utilizados por 10 ciclos sucessivos de reacado e ao
final do 3° ciclo observa-se uma queda para 65,19% em relacao a atividade inicial
e, ao final do 4° ciclo, uma queda para 42,56%. A partir do 7° ciclo de reacgao, as

atividades dos derivados mantiveram-se abaixo de 20% da inicial.

Os derivados de geopolimeros também tiveram sua estabilidade
operacional avaliada durante 10 minutos, sob 55 °C e pH 5 conforme ilustra a

Figura 16.
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Figura 16. Estabilidade operacional dos derivados obtidos através da
imobilizagdo covalente de glucoamilase em suportes de geopolimero *100%:
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os derivados de geopolimero foram utilizados 10 ciclos de reagao
sucessivos. Observa-se que ao final do 2° ciclo de reagao houve uma queda de
quase 50% na atividade residual, seguida de uma segunda queda, ao final do
3° ciclo (15,6% em relagao a atividade inicial). A partir do 4° ciclo de reagéo, as

atividades dos derivados mantiveram-se abaixo de 10% da inicial.

Amirbandeh e colaboradores realizaram a imobilizacido covalente de
glucoamilaseem suportes de quitosana funcionalizada revestida com
nanoparticulas superparamagnéticas. Os autores avaliaram a atividade residual
dos derivados sob diferentes valores de pH e temperatura durante os ensaios

de reuso. Dentre as condi¢cdes estudadas, os autores destacam o pH 4,5 e
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a temperatura de 60 °C, com atividades residuais de 68% e 69%,

respectivamente, apos 10 ciclos de reuso (AMIRBANDEH et al., 2017).

Os derivados obtidos a partir da imobilizagdo de glucoamilase de
Neurospora sitophila em nanoparticulas verdes também foram avaliados quanto
a capacidade de reuso. Os autores relatam a utilizacdo dos derivados por 10
ciclos sob pH 5 e 45 °C, com atividades residuais variando de 88,3% a 70% entre

os 2° e 5° ciclos (SYED et al., 2016).

Conforme descrito na literatura, € comum observar queda na atividade
enzimatica residual do derivado a medida que se aumentam os numeros de
reciclo do mesmo. A queda de atividade residual observada no presente trabalho,
assim como nos demais trabalhos envolvendo a imobilizagdo de glucoamilase
ou outras enzimas, pode ser explicada por alguns fatores como a exposigéo
recorrente da enzima ao substrato, o que pode ter contribuido para o surgimento
de alguma distorcdo no sitio ativo da enzima com consequente perda de
atividade. Além disso, existe a possiblidade do possivel enfraquecimento da

ligacao entre a enzima e o suporte (AMIRBANDEH et al., 2017).

A imobilizacdo de glucoamilase em PLA e geopolimero, embora
inovadora e promissora, resultou em uma queda significativa na atividade
enzimatica apds os primeiros ciclos de reuso. Acredita-se que a utilizacao do pH
10 para a imobilizagdo, visando a formagdo de ligagdes covalentes
multipontuais, embora tenha contribuido para os maiores valores de rendimento
de imobilizacdo (item 5.1), tenha tornado a enzima inativa através de
modificagdes causadas em sua estrutura tridimensional, conforme discutido no

item 5.5. Nesse sentido, adequacbes das condi¢cdes de imobilizacdo, podem
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ajudar a minimizar esses efeitos e contribuir para aumentar a estabilidade

operacional da enzima imobilizada.

5.7. Hidrélise enzimatica do amido utilizando glucoamilase
imobilizada em suportes de PLA

Os derivados obtidos a partir da imobilizagdo de glucoamilase em

suportes impressos de PLA foram aplicados na hidrélise do amido em reatores

de tanque agitado operados em regime de batelada. A Figura 17 apresenta os

dados de conversao de amido em glicose ao longo de 48 horas utilizando-se a

glucoamilase imobilizada em suportes de PLA e a glucoamilase soluvel para fins

de comparagao.

Figura 17. Hidrdlise enzimatica do amido e conversdo em glicose por meio da

acgao de glucoamilase soluvel e imobilizada em suportes de PLA
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Fonte: Elaborado pelo autor
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ApoOs 6 horas de reacdo, a glucoamilase soluvel converteu 62,05% do
amido em glicose, atingindo o maximo de conversao (88,56%) ao final de 12
horas de reacgao.

Por outro lado, os derivados obtidos a partir da imobilizacdo de
glucoamilase em suportes impressos de PLA foram responsaveis pela converséo
de mais de 90% do amido em glicose, durante as 6 primeiras horas de reacéo,
além de terem sido reutilizados por 4 ciclos de reacdo de hidrdlise. Durante o
primeiro ciclo de reuso, a glucoamilase imobilizada foi responsavel por converter
68,37% do amido em glicose, ao final das 6 primeiras horas de reacéo,
superando a conversao observada pela glucoamilase soluvel no mesmo periodo.
Ap0s o periodo de 6 horas, as taxas de conversao se mantiveram relativamente
constantes até o final das 48 horas de reagao, com conversdes entre 74,11% e
77,06%.

Além disso, foi atingido 35% de conversdo de amido em glicose ao final
das 48 horas de reagéo do segundo ciclo de reuso, seguidos de 20% e 14% ao
final do terceiro e quartos ciclos de reutilizacao, respectivamente.

Os derivados obtidos a partir da imobilizagdo de glucoamilase em
suportes impressos de geopolimero foram aplicados na hidrélise do amido em
reatores de tanque agitado operados em regime de batelada. A Figura 18
apresenta os dados de conversao de amido em glicose ao longo de 48 horas de
hidrolise enzimatica utilizando-se a glucoamilase soluvel para fins de

comparacao.
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Figura 18. Hidrdlise enzimatica do amido e convers&o em glicose por meio da

acgao de glucoamilase soluvel e imobilizada em suportes de geopolimero
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Fonte: Elaborado pelo autor

A conversao de amido em glicose pela agcédo da glucoamilase soluvel foi
maior (85,7% - 6h; 86,9% - 12h; 90,5% - 24h) do que a conversado observada
pela acado da glucoamilase imobilizada em geopolimero ao longo das primeiras
24 horas de hidrélise (69,8% - 6h; 74,3% - 12h; 91,5% - 24h). Apos este periodo
as taxas de conversao praticamente se igualaram, com 90,5 % de conversao
pela glucoamilase soluvel e 91,5 % para a imobilizada. Ao final das 48 horas, a
glucoamilase imobilizada superou a enzima soluvel, atingindo 99,1% de
conversao de amido em glicose enquanto a glucoamilase soluvel converteu

95,7%.
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Assim como os derivados de PLA, foi possivel reutilizar os derivados de
geopolimero por mais de uma reagao de hidrélise em reator de tanque agitado.
Observou-se também, uma queda gradual na conversao de amido em glicose a
medida que o numero de reusos aumentava. Durante o primeiro reuso, a
conversdo de amido em glicose variou de 6,96% até 38,1%, seguido da
conversdo maxima de 21% no segundo reuso, 14,8% no terceiro e 13,1% ao
final do quarto reuso.

Da Costa Luchiari e colaboradores (2021) realizaram a hidrdlise do
amido sob condi¢cdes semelhantes as descritas no presente trabalho e
observaram que, apos 12 horas de reac¢do, a glucoamilase soluvel converteu
75% do amido em glicose, resultado semelhante e comparavel aos obtidos no
presente estudo. Além disso, o estudo citado mostrou que 240 U/g de
glucoamilase imobilizada em p6 de sabugo de milho foi necessario para atingir
0 mesmo nivel de conversdo que a enzima em sua forma soluvel (DA COSTA
LUCHIARI et al., 2021). E importante destacar que a glucoamilase imobilizada
em suportes impressos de PLA (presente trabalho) ndo apenas excedeu as taxas
de converséo da glucoamilase soluvel, como também alcancou tais resultados
com uma carga total de 133,33 U/g. Adicionalmente, foi demonstrado que a
imobilizacdo em suportes de PLA possibilitou, em comparacdo com a enzima
soluvel, uma conversao mais elevada de amido em glicose dentro de um periodo
de tempo mais curto, além de ter sido reutilizada por mais de um ciclo, mantendo
a conversao de amido em glicose similar ao obtido pela sua forma soluvel, por

ao menos um reuso.
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Frota e colaboradores (2020) relatam a aplicagdo de a-amilase e
glucoamilase co-imobilizadas em alginato como suporte e utilizando-se
glutaraldeido como agente de reticulagdo. Em seu estudo, os autores
observaram um declinio gradual na conversdo do amido em glicose para ambas
as estratégias utilizadas, um fenbmeno que é consistente com as observagdes
apresentadas no presente trabalho e em outros trabalhos envolvendo a
imobilizagao de amilases (AKHOND et al., 2016; FROTA et al., 2020; PEREIRA
et al., 2017; YAZGAN et al., 2017).

Os estudos de hidrdlise enzimatica conduzidos em reator de tanque
agitado forneceram dados importantes e ideias para etapas subsequentes,
particularmente no que diz respeito a utilizagdo de glucoamilase imobilizada em
suportes de PLA e de geopolimero em sistemas de reatores operados de forma
continua. Conforme apresentado na Figura 17, a glucoamilase imobilizada em
suporte de PLA atingiu uma taxa de conversdao maxima de pouco mais de 90%
apo6s 6 horas do primeiro ciclo, enquanto que a glucoamilase imobilizada em
geopolimero atingiu conversdo semelhante ao final de 24h (Figura 18).
Considerando-se as conversdes observadas, os derivados obtidos no presente
trabalho possuem potencial para a aplicagao industrial na hidrélise do amido. Em
reatores continuos, a utilizacdo desses derivados, combinada com um aumento
da carga enzimatica, conforme proposto por Basso e Serban (BASSO;
SERBAN, 2019), pode otimizar a produgao de glicose, permitindo alcangar taxas
de conversdo mais elevadas em um tempo de reacao reduzido. Dessa forma,
seria possivel obter rendimentos de glicose proximos a 100% tanto no inicio do

processo quanto em ciclos operacionais subsequentes.
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Aimobilizagdo da glucoamilase A7095, uma enzima de alto custo e valor
agregado, em PLA e geopolimero, embora tenha apresentado quedas relevantes
nas conversdes de amido em glicose ao longo dos ciclos de reuso, demonstrou
a viabilidade de sua reutilizacdo quando aplicada a hidrélise do amido. Apesar
dos resultados das quedas nas taxas de conversao observadas ao longo dos
reusos, a possibilidade de utilizar a enzima imobilizada por mais de um ciclo de
hidrolise representa um avancgo significativo, considerando o custo associado a
sua aquisicdo. A otimizagao das condicdes de imobilizagdo, podem contribuir
para melhorar a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada, tornando o
processo mais eficiente e economicamente viavel. Futuras pesquisas nesse
sentido sdo cruciais para explorar todo o potencial desses suportes promissores

e inovadores na imobilizag&o de glucoamilases.

113



6. Conclusoes

O presente trabalho explorou a aplicagao da impressao 3D na fabricagao
de suportes de PLA e suportes de geopolimero para a imobilizagdo da
glucoamilase de Aspergillus niger A7095, demonstrando a versatilidade da
impressao 3D na criagdo de suportes personalizados para a imobilizagdo de
enzimas, abrindo novas possibilidades para otimizagcdo de processos

biocataliticos.

Os resultados obtidos indicam a possibilidade de reutilizacdo da enzima,
destacando-se a melhora da estabilidade frente ao pH 6timo de atividade
observado pela imobilizagdo em suportes de geopolimero e o melhor

desempenho na hidrélise do amido obtido pelos derivados de PLA.

Nesse sentido, embora pesquisas futuras sejam necessarias para
explorar as condi¢cdes de imobilizagdo e modificacdo dos suportes e da enzima,
visando uma melhora da estabilidade dos derivados obtidos, o presente trabalho
contribuiu ndo apenas para o avancgo da ciéncia de imobilizagdo enzimatica, ao
propor o uso de impressdo 3D no design de novos suportes para imobilizagao
de glucoamilases, mas também oferece solugbes praticas para aumentar a

eficiéncia e a sustentabilidade dos processos enzimaticos.
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