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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

As glucoamilases são enzimas de grande importância industrial, com 

destaque para os processos de produção de bebidas alcoólicas e de xaropes de 

glicose e frutose. Nesse sentido, levando-se em consideração a relevância 

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 avanço nos estudos de imobilização 

enzimática bem como oferecer soluções práticas para elevar a eficiência e a 

sustentabilidade de processos enzimáticos 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 imobilização covalente de 

glucoamilase fúngica comercial em suportes obtidos por manufatura aditiva e 

posterior aplicação dos derivados na hidrólise do amido em reatores 

enzimáticos. Suportes de poli-ácido lático (PLA) e de geopolímero, inéditos no 

contexto das glucoamilases, foram utilizados na imobilização 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 geopolímero foram funcionalizados com 

3-aminopropil trietoxisilano (APTES). Foram avaliados a influência do pH de 

imobilização e do carregamento enzimático (fixado em 10 e 200 mg de proteína/g 

de suporte) e os derivados foram caracterizados físico-quimicamente. 

Planejamentos experimentais do tipo DCCR foram empregados visando a 

determinação do pH e da temperatura ótimos da enzima solúvel e dos derivados.  

O pH ótimo determinado para a enzima em sua forma solúvel (4,93)  não sofreu 

alteração após a imobilização em suportes de geopolímero, enquanto que a  

imobilização em suportes de PLA funcionalizados com EDA  contribuiu para uma 

ligeira alteração (pH 5,5). Por outro lado, a temperatura ótima de atividade 

manteve-se a mesma para a enzima solúvel e após a imobilização em suportes 

de PLA  (50 °C)  enquanto que a imobilização em suportes de geopolímero 

contribuiu para uma ligeira alteração deste valor para 55,5 °C). A imobilização 

em suportes de geopolímero contribuiu para uma elevação da estabilidade e do 

tempo de meia-vida frente ao seu pH ótimo de atividade (Kd = 0,01 h-1 e t1/2 = 

101,93 h), o mesmo não tendo sido observado após a imobilização em suportes 

de PLA (Kd = 0,11 h-1 e t1/2 = 6,59 h), enquanto que a estabilidade frente às 

temperaturas ótimas de ambos os derivados obtidos (PLA e geopolímero) foi 

inferior à demonstrada pela enzima em sua forma solúvel (KdPLA = 1,36 h-1 e 

t1/2PLA = 0,51 h; KdGeop. = 1,77 h-1 e t1/2Geop = 0,40 h). Os derivados foram utilizados 

por cinco ciclos de hidrólise em reatores de tanque agitado, com destaque para 

as conversões próximas às máximas obtidas pelo uso dos derivados obtidos a 

partir da imobilização em suportes de PLA em seis horas de reação (93,44%) e 

em 24 horas para os derivados obtidos a partir da imobilização em suportes de 

geopolímero (91,55%). Os resultados obtidos demonstram o potencial de 

aplicação dos suportes de PLA e de geopolímero para a imobilização de 



 
 

glucoamilase, fornecendo opções promissoras para a hidrólise do amido em 

reatores enzimáticos, facilitando o reuso de biocatalisadores. Esta característica 

é inatingível com as enzimas em sua forma solúvel, além de contribuir para a 

sustentabilidade e eficiência dos processos enzimáticos industriais. 

Palavras chave: amilases, enzimas imobilizadas; manufatura aditiva; 

planejamento experimental; hidrólise 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

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 (Kd = 0.01 h-1 

and t1/2 = 101.93 h), which was not observed after immobilization on PLA supports 

(Kd = 0.11 h-1 and t1/2 = 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 (KdPLA = 1.36 h-1 and t1/2PLA = 0.51 h; KdGeop. = 1.77 

h-1 and t1/2Geop= 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. Introdução 
 

A aplicação industrial de enzimas microbianas tem crescido 

notavelmente nas últimas décadas, e, paralelamente, os avanços no campo da 

Microbiologia Industrial e da Engenharia Bioquímica favoreceram a expansão 

das possibilidades de aplicação destes biocatalisadores (ARBIGE et al., 2019; 

JEMLI et al., 2016).Como consequência, tem-se observado uma diminuição 

progressiva na utilização industrial de catalisadores químicos que, além de 

apresentarem custo elevado, frequentemente requerem condições severas de 

reação como altas temperatura e pressão, envolvendo processos que resultam 

em maior consumo de energia e geração de subprodutos indesejáveis, 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 econômico, visto que atuam sob condições 

moderadas de pH, temperatura e pressão, quanto em relação às questões 

ambientais, pois são biodegradáveis e apresentam elevada especificidade ao 

substrato sem a geração de subprodutos ou produtos tóxicos ao ambiente 

(JEMLI et al., 2016). 

As amilases, enzimas que realizam a degradação do amido, ocupam um 

lugar de destaque na indústria, sobretudo no setor alimentício o qual depende 

amplamente destas biomoléculas para a produção de bebidas alcoólicas, pães 

e xaropes com alto teor de açúcares (KUMAR et al., 2023; SAINI et al., 2017). 

Além disso, as amilases também são empregadas nas indústrias têxtil, de papel, 

de detergente e, mais recentemente, têm sido estudadas para a aplicação na 

sacarificação de subprodutos amiláceos visando a obtenção de etanol de 

segunda geração (KUMAR et al., 2023; KUMAR; CHAKRAVARTY, 2018). 
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Devido à sua complexidade estrutural, caracterizada por apresentar  

diferentes pontos de clivagem ao longo de sua molécula, o amido é hidrolisado 

por diferentes tipos de amilases, que são classificadas quanto ao seu local de 

ação 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 indústria de 

alimentos é a glucoamilase (1,4-α-D-glucanoglucohidrolase, EC 3.2.1.3), cuja 

principal aplicação é a sacarificação do amido ou dextrinas em glicose, um 

produto essencial para inúmeros processos de fermentação em uma grande 

variedade de indústrias de alimentos e bebidas. Também conhecida como 

amiloglucosidase, a glucoamilase é uma exoamilase, produzida principalmente 

por fungos, responsável pela hidrólise das ligações glicosídicas α-1,4 a partir de 

uma extremidade não redutora da molécula do amido. Mais recentemente, o 

potencial das glucoamilases para sacarificar matérias primas amiláceas tem sido 

estudado a fim de se empregar a glicose resultante na produção de etanol 

biológico (KUMAR et al., 2023). O interesse neste biocombustível tem crescido 

consideravelmente nas últimas décadas como uma alternativa ao uso de 

combustíveis fósseis, justificada tanto pela possibilidade de depleção destas 

reservas quanto pela questão ambiental (LI et al., 2022; XU; WANG, 2017). 

Nesse sentido, o setor sucroalcooleiro brasileiro, tradicionalmente dominado 

pela cana-de-açúcar, tem experimentado uma diversificação significativa nos 

últimos anos. As usinas flexíveis, que são aquelas de cana-de-açúcar adequadas 

para produzir etanol de milho no período da entressafra da cana, têm se 

multiplicado, especialmente nas regiões Centro-Oeste e Sudeste do país, o que 
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tem contribuído para o crescimento da produção de etanol de milho (ZIERO et 

al., 2021). Segundo dados divulgados pela UNICA (Associação Brasileira da 

Indústria de Cana-de-Açúcar) em outubro de 2024, a produção quinzenal de 

etanol de milho representou 16,31% do biocombustível fabricado no Centro-Sul, 

atingindo 327,43 milhões de litros. Além disso, no acumulado desde o início da 

safra 2024/2025, a produção de etanol de milho atingiu 4,13 bilhões de litros, 

representando um avanço de 27,35% na comparação com igual período do ano 

de 2023 (UNICA, 2024).  

Apesar das vantagens do uso de enzimas em substituição aos 

catalisadores químicos em processos industriais, sua aplicação industrial exige 

uma boa relação custo/efetividade, a fim de se justificar sua competitividade em 

termos econômicos. Uma importante limitação para a aplicação das enzimas em 

escala industrial  é a manutenção de sua estabilidade e atividade catalítica ao 

longo do processo, juntamente com a inviabilidade de reuso destas quando na 

forma solúvel (ARBIGE et al., 2019).  

Nesse sentido, a imobilização de enzimas tem se mostrado uma 

estratégia interessante, sendo definida como a associação física ou química de 

uma enzima a um suporte ou uma matriz sólida, insolúvel em água e inerte, 

através de diferentes técnicas como adsorção, ligação covalente, confinamento 

ou afinidade. A imobilização, pelas ligações estabelecidas entre suporte e 

enzima, pode proteger significativamente a configuração da proteína de modo a 

reter ao máximo a atividade e estabilidade enzimáticas (ZHANG et al., 2015). 

Além disso, pode possibilitar o reuso dos biocatalisadores, contribuindo para a 

redução dos custos associados às etapas de produção e, quando necessário, 

purificação da enzima bem como de separação do produto. A imobilização de 
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enzimas também influencia na simplificação das etapas de downstream, 

bastando a simples adição ou remoção da enzima imobilizada do meio reacional 

para a interrupção rápida e precisa das reações enzimáticas, permitindo assim 

um maior controle do processo juntamente com a possibilidade de otimização do 

design de reatores  (BASSO; SERBAN, 2019). 

A escolha do suporte ao qual a enzima será imobilizada representa uma 

etapa importante para que o processo de imobilização ocorra, sendo necessário 

que a interação com o suporte garanta que a atividade catalítica seja mantida 

em um nível satisfatório. Desta forma, o suporte deve atender a alguns requisitos 

como insolubilidade nas condições reacionais e alta afinidade pela enzima, 

estabilidade térmica e química, presença de grupos funcionais reativos, fácil 

disponibilidade e, além disso, ser preferencialmente de baixo custo (ZDARTA et 

al., 2018).  

A impressão 3D, também conhecida como manufatura aditiva, tem se 

popularizado nas últimas décadas, contribuindo para o avanço em diversas 

áreas da ciência (HASSAN et al., 2024). Essa tecnologia consiste na criação de 

objetos tridimensionais a partir de um modelo digital, e, por meio da adição 

sucessiva de material, camada por camada, obtêm-se o objeto desejado 

(REMONATTO et al., 2023; SHAO et al., 2022). A flexibilidade e a precisão da 

impressão 3D têm aberto novas possibilidades para a produção de matérias e 

objetos personalizados, incluindo suportes para imobilização de enzimas (DOS 

SANTOS et al., 2021; LIU et al., 2020; REMONATTO et al., 2023; SHAO et al., 

2022, 2024). Com a popularização desta técnica, nota-se uma crescente 

tendência do seu uso para se produzir suportes enzimáticos personalizados 

quanto a dimensão e porosidade. Além disso, a impressão 3D permite a 
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utilização de uma ampla variedade de materiais como biopolímeros, metais e 

cerâmicas, possibilitando a criação de suportes com diferentes propriedades  

(REMONATTO et al., 2023). 

Nesse sentido, o presente trabalho propõe a utilização de manufatura 

aditiva (impressão 3D) para obtenção de dois diferentes suportes enzimáticos 

(PLA e geopolímero) para a imobilização de glucoamilases.   

O poliácido lático (PLA), um biopolímero biodegradável e eco-friendly, 

destaca-se como uma opção promissora para a imobilização de enzimas. Suas 

propriedades, como a biocompatibilidade, a possibilidade de ser processado por 

manufatura aditiva (impressão 3D), e seu custo relativamente baixo, o tornam 

um material atrativo para a produção de suportes  para a imobilização de 

enzimas. (FARAH et al., 2016; SONG et al., 2017).  

Os geopolímeros, por sua vez, apresentam elevada porosidade e 

composição semelhante à das zeólitas (materiais frequentemente empregados 

na imobilização de enzimas), o que os torna materiais promissores para esta 

finalidade. Essa característica, combinada com a possibilidade de serem 

aplicados à impressão 3D, visando a obtenção de suportes personalizados, 

confere aos geopolímeros uma grande versatilidade. Além disso, a composição 

química dos geopolímeros pode ser ajustada para otimizar suas propriedades 

mecânicas, térmicas e químicas, tornando-os materiais adequados para diversas 

aplicações em biotecnologia. (FRANCHIN et al., 2017).  

Diferentes técnicas e suportes têm sido utilizados para a imobilização de 

amilases, no entanto, o uso de PLA e geopolímero para a imobilização de 

glucoamilases não tem sido citado na literatura, justificando assim a importância 

e relevância do presente trabalho.  
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2. Revisão bibliográfica 
2.1. Amido 

 
O amido, principal fonte de reserva energética dos vegetais, 

desempenha um papel crucial na alimentação humana constituindo uma 

importante fonte de carboidratos encontrada em grãos, cereais, leguminosas, 

tubérculos e raízes (BERTOFT, 2017). Mais recentemente, o amido tem sido 

valorizado como fonte de fibras dietéticas,  especialmente sob a forma de amido 

resistente, que por não ser digerido no intestino delgado chega intacto ao 

intestino grosso, onde pode ser fermentado por microrganismos, promovendo 

diversos benefícios à saúde humana tais como: ação prebiótica, estimulando o 

crescimento de bactérias benéficas ao intestino; controle glicêmico e de peso; e 

saúde cardiovascular, originando ácidos graxos de cadeia curta que podem 

contribuir para a redução dos níveis de colesterol e melhora da saúde 

cardiovascular (ZHUANG et al., 2024).  

 Constituído por unidades monoméricas de glicose, o amido é 

organizado sob a forma de dois diferentes polímeros: amilose e amilopectina (AI; 

JANE, 2018) (Figura 1). A amilose constitui a região amorfa do grão de amido e 

trata-se de um polímero majoritariamente linear, no qual os resíduos de glicose 

encontram-se unidos por ligações glicosídicas α-1,4, enquanto a amilopectina, 

responsável pela região de lamela cristalina do grão de amido, é um polímero 

altamente ramificado, apresentando ramificação a cada 25-30 resíduos de 

glicose ao longo de sua porção linear (AI; JANE, 2018; BERTOFT, 2017).   
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Figura 1. Fórmulas estruturais do amido. a) amilose; b) ponto de ramificação da 

amilopectina; c) agrupamento entre amilose e amilopectina nos grânulos de 

amido. 

 

Fonte: Nelson e Cox, 2014. 

Amidos de diferentes fontes vegetais apresentam propriedade funcionais 

variadas que são frequentemente exploradas pela indústria alimentícia e que 

podem ser ampliadas por meio de modificações estruturais. Nesse sentido, o 

amido é frequentemente utilizado como espessante, gelificante, estabilizante, 

emulsificante, substituto de gordura, encapsulante e antiumectante, devido às 

transformações que ocorrem durante os processos de gelatinização, gelificação 

e retrogradação (AI; JANE, 2018).  

Além disso, o amido apresenta em sua estrutura pontos de clivagem 

distintos, os quais são alvos da ação de diferentes enzimas, as amilases, 

responsáveis por liberar uma variedade produtos a partir de sua hidrólise.  
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2.2. Amilases 
 

As amilases são enzimas que realizam a clivagem das ligações 

glicosídicas 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. Representação esquemática da ação das enzimas envolvidas na 

degradação do amido. 

 

Fonte: BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002 

As α-amilases (EC 3.2.1.1) são classificadas como endoamilases e 

atuam hidrolisando as ligações glicosídicas α-1,4 internas da amilose, 

amilopectina, ciclodextrina, glicogênio e maltotriose, liberando como produtos 

maltose, maltotriose, glicose e dextrinas limite (SURIYA et al., 2016). Estão 

presentes na saliva humana, sob a forma de ptialina, onde apresentam pH ótimo 
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de atividade entre 6 e 7, além de também serem encontradas no pâncreas, onde 

hidrolisam as ligações α-1,4 de oligo e polissacarídeos liberando moléculas de 

glicose livre (KUMAR; CHAKRAVARTY, 2018), podendo ainda serem produzidas 

por microrganismos como bactérias do gênero Bacillus e fungos do gênero 

Aspergillus (PANDEY et al., 2000). Industrialmente, as α-amilases são 

frequentemente aplicadas nos processos de produção de cervejas, na liquefação 

do amido e na produção de biocombustíveis (PEREIRA et al., 2023).  

As isoamilases (EC 3.2.1.68), pululanase I (EC 3.2.1.41) e pululanase II 

(EC 3.2.1.1/41) constituem o grupo das amilases desramificantes. As 

isoamilases hidrolisam as ligações α-1,6 da amilopectina e de dextrinas 

ramificadas produzindo maltotriose e maltooligossacarídeos. A pululanase I age 

hidrolisando as ligações α-1,6 da pululana, um polissacarídeo linear que consiste 

de maltotrioses unidas por ligações glicosídicas α-1,6 e que não pode ser 

degradado por α- ou β-amilase, liberando maltose e oligossacarídeos lineares. 

As pululanases II, além de atuarem nas ligações glicosídicas α-1,6 da pululana, 

também atuam nas ligações α-1,4 do amido, liberando glicose, maltose, 

maltotriose e outros oligossacarídeos lineares (MOHANAN; SATYANARAYANA, 

2019). Industrialmente, as amilases desramificantes costumam atuar em 

conjunto com as glucoamilases e β-amilases a fim de contribuírem para que 

maiores níveis de hidrólise do amido sejam atingidos (PEREIRA et al., 2023). 

As ciclodextrina glicosiltransferases (EC 2.4.1.19), enzimas classificadas 

como transferases e que são caracterizadas por serem as únicas capazes de 

converter o amido em uma mistura de açúcares não redutores, as ciclodextrina, 

embora também sejam capazes de produzirem açúcares e dextrinas lineares 

(MOLLER; SVENSSON, 2016; SURIYA et al., 2016). Industrialmente, essas 
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enzimas são utilizadas para produzirem ciclodextrinas, moléculas utilizadas 

como transportadoras de sabor em diversos produtos alimentícios, como café, 

gelatina e chá, redução de odores e sabores indesejáveis e prevenir o 

escurecimento enzimático dos alimentos, além de serem empregadas em 

fármacos para protegerem os princípios ativos da luz, oxigênio, calor e 

volatilidade (PEREIRA et al., 2023).   

O grupo das exoamilases é composto pelas β-amilases (EC 3.2.1.2) e 

pelas glucoamilases (EC 3.2.1.3). As β-amilases são enzimas que atuam na 

penúltima ligação glicosídica α-1,4, a partir de uma extremidade não redutora do 

amido, liberando maltose. Neste caso há ainda a inversão da configuração 

anomérica da maltose, que é liberada na configuração β. Esta enzima é incapaz 

de hidrolisar ligações α-1,6 de substratos ramificados. Produzidas por plantas 

como trigo, soja e batata doce e por bactérias como as do gênero Bacillus, as β-

amilases são aplicadas no processo de produção de cerveja e nas etapas de 

processamento do amido em indústrias alimentícias (PEREIRA et al., 2023). 

Por fim, as glucoamilases (EC 3.2.1.3), também conhecidas como 

amiloglucosidases, são classificadas como exoamilases por catalisarem a 

hidrólise das ligações glicosídicas α-1,4 a partir de uma extremidade não 

redutora da molécula do amido, liberando glicose, e, em menores velocidades, 

também atuam hidrolisando as ligações α-1,6, produzindo glicose (PANDEY et 

al., 2000; SURIYA et al., 2016). São produzidas principalmente por fungos 

filamentosos e por leveduras, com destaque para os gêneros Aspergillus  e 

Rhizopus. Industrialmente, as glucoamilase são frequentemente aplicadas em 

processos enzimáticos para a produção de xaropes de glicose e frutose, na 
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produção de etanol e também possuem aplicação nas indústrias farmacêuticas 

e têxteis (KUMAR et al., 2023).  

 

2.2.1. Mecanismo de ação das glucoamilases 

 
Dependendo do seu mecanismo de ação, as amilases, assim como 

outras classes de enzimas glicosídeo hidrolases (GH), podem ser classificadas 

de duas diferentes maneiras: retentoras ou inversoras. Após a reação de 

catálise, a configuração anomérica é restaurada via o mecanismo de retenção 

ou então pode ser alterada para a configuração invertida através do mecanismo 

inversor (JANECEK; SVENSSON, 2022; MONDAL et al., 2022; TANIGUCHI, 

1991).  

Segundo Koshland (1953), quase todas as GH realizam a catálise 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 catalítica na qual uma molécula de água, que se 

encontra ligada ao substrato, promove um ataque nucleofílico ao carbono 

anomérico de oligo ou polissacarídeo, realizando a transferência de dois 

elétrons. A base catalítica por sua vez, remove um próton da molécula de água 

enquanto o ácido catalítico transfere um próton para o oxigênio glicosídico, o que 

resulta na quebra da ligação glicosídica e na inversão da configuração 

estereoquímica do carbono anomérico que sofreu o ataque nucleofílico. De 

maneira geral, os resíduos de ácido e base catalíticos apresentam grupos 

carboxilato, como o ácido aspártico ou o ácido glutâmico, que retornam a seus 

estados iniciais antes do início de outro ciclo de catálise (KOSHLAND JR, 1953; 

MONDAL et al., 2022; PAYNE et al., 2015).  
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Por outro lado, os mecanismos de retenção envolvem duas etapas 

subsequentes: glicosilação e retenção da estereoquímica. Durante a etapa de 

glicosilação ocorre um ataque nucleofílico no carbono anomérico do substrato 

juntamente com a transferência simultânea de um próton para o oxigênio 

glicosídico, levando à formação de um intermediário glicosil-enzima  juntamente 

com a quebra da ligação glicosídica. A etapa seguinte é caracterizada pela 

participação de uma molécula de água que, no sítio ativo da enzima, atua como 

um nucleófilo atacando o carbono anomérico da estrutura intermediária, 

rompendo a ligação e transferindo o próton para a base catalítica. Essa reação 

resulta na inversão da configuração estereoquímica do  carbono anomérico 

(KOSHLAND JR, 1953; MONDAL et al., 2019, 2022; PAYNE et al., 2015).  

O mecanismo de catálise das glucoamilases é explicado pelo modelo de 

inversão da configuração anomérica descrito anteriormente (MONDAL et al., 

2022) e representado na Figura 3A.  
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Figura 3. Mecanismos de reação dos diferentes tipos de amilases. A) 

mecanismo inversor de configuração anomérica B) mecanismo retentor de 

configuração anomérica. 

 

Fonte: Mondal et. al, 2022. 

 

2.2.2. Estrutura das glucoamilases 

A glucoamilase de Aspergillus niger possui uma estrutura modular 

composta por um domínio catalítico e um domínio de ligação à carboidratos 

(CBM), interligados por uma ligação altamente glicosilada(LEMOS et al., 2003).  

Seu domínio catalítico, caracterizado pela presença de dois resíduos de 

ácidos glutâmicos, Glu 203 e Glu 424, os quais atual como ácido e base gerais, 

respectivamente, cria um microambiente para a clivagem das ligações 

glicosídicas presentes na molécula do amido e, a associação deste domínio ao 

CBM, confere à enzima elevada especificidade, permitindo a interação com o 

substrato seguida da conversão em glicose(LEE; PAETZEL, 2011). 
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O domínio de ligação das glucoamilases, conhecido como CBM, 

desempenha um papel crucial na interação dessas enzimas com substratos 

poliméricos, como o amido. O CBM, que geralmente é encontrado ligado ao 

domínio catalítico, facilita a adesão da enzima ao substrato, aumentando o 

tempo de contato e a concentração relativa do substrato em torno do sítio ativo. 

Isso é especialmente importante em processos industriais, onde a eficiência na 

degradação do amido pode impactar significativamente a viabilidade econômica 

da produção de bioenergia e outros produtos derivados (CORNETT et al., 2003). 

Estudos estruturais recentes revelaram que a orientação relativa entre o 

CBM e o domínio catalítico das glucoamilases pode ser flexível, permitindo que 

esses domínios adotem diferentes conformações independentemente da ligação 

de ligantes (ROTH et al., 2018), sugerindo que o CBM pode atuar aumentando 

a probabilidade de interação com o substrato e, consequentemente, a eficiência 

da reação catalítica. Além disso, a presença de múltiplos sítios de ligação no 

CBM pode permitir uma interação 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. Aplicação industrial das glucoamilases 

A glucoamilase é uma das enzimas mais antigas e mais utilizadas na 

indústria de alimentos, cuja principal aplicação é a sacarificação do amido ou de 

dextrinas em glicose, um produto essencial para inúmeros processos de 

fermentação em uma grande variedade de indústrias de alimentos e bebidas 

(KUMAR et al., 2023). São frequentemente empregadas no processo de 
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produção do xarope rico em frutose (HFS), um adoçante utilizado como 

substituto do açúcar que, por apresentar alta solubilidade, não sofrer 

cristalização e, sobretudo, possuir doçura igual ou superior à sacarose (a 

depender da concentração), tem sido preferido pelas indústrias 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 são 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 produção industrial de HFS abrange três grande 

processos: a) liquefação, processo no qual ocorre a hidrolise do amido em 

oligômeros por meio de tratamento ácido (ácido clorídrico) e/ou com tratamento 

enzimático empregando-se a enzima α-amilase; b) sacarificação, processo em 

que os oligômeros obtidos na etapa de liquefação são submetidos à hidrolise 

enzimática e, por meio da ação da enzima glucoamilase são hidrolisados em 

glicose (CRABB; MITCHINSON, 1997; PAZUR; ANDO, 1959; SINGH et al., 

2018); e c) isomerização, processo em que ocorre a isomerização da glicose 

obtida na etapa anterior em frutose, por ação da enzima glicose isomerase 

(CRABB; MITCHINSON, 1997; MARSHALL; KOOI, 1957; MONDAL et al., 2022).  

A conversão enzimática do amido em xarope de frutose ocorre sob 

diferentes condições: a sacarificação costuma ser realizada sob temperaturas 

entre 40 e 60 °C e pH entre 4,5 e 6, enquanto a isomerização 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 amiláceas tem sido estudado com a finalidade de empregar a 

glicose resultante na produção de bioetanol (GUMEL et al., 2018). O interesse 

neste biocombustível tem crescido consideravelmente nas últimas décadas 

como uma alternativa ao uso de combustíveis fósseis, justificada tanto pela 

possibilidade de depleção destas reservas quanto pela questão ambiental. 

Embora a prioridade na produção global futura de etanol esteja focada na 

tecnologia do processamento lignocelulósico, essa ainda se encontra em 

aprimoramento, não tendo sido demonstrada comercialmente em larga escala. 

Além das matérias-primas à base de açúcar (melaço, cana-de-açúcar, 

beterraba), aquelas à base de amido (milho, trigo, triticale, batata, arroz) ainda 

hoje predominam no nível industrial e, até o momento, são economicamente 

favoráveis em comparação 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 últimas décadas, atendendo à progressiva demanda por 

diversos produtos em diferentes áreas, bem como ao apelo por tecnologias 

ambientalmente sustentáveis (GUISAN et al., 2022). Como consequência, 

observa-se uma progressiva substituição do uso de catalisadores químicos pelas 

enzimas (catalisadores biológicos), visto que estas apresentam diversas 

vantagens tais como atuação sob condições moderadas de pH, temperatura e 

pressão, serem biodegradáveis e apresentarem elevada especificidade aos seus 

substratos e, consequentemente, não gerarem subprodutos ou produtos tóxicos 

ao ambiente (JEMLI et al., 2016).  
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Apesar das diferentes vantagens apresentadas pela substituição do uso 

industrial de catalisadores químicos pelos de origem biológica, a aplicação 

industrial das enzimas ainda apresenta algumas limitações importantes 

(GUISAN et al., 2022). As enzimas microbianas, que representam a maior parte 

das aplicadas industrialmente, são frequentemente produzidas em conjunto com 

outras proteínas, cuja presença pode ser indesejável para o processo em termos 

da diminuição da atividade volumétrica final. Nestes casos, protocolos de 

purificação podem ser necessários, elevando os custos finais do processo 

(BARBOSA et al., 2015). Além disso, o fato de as enzimas serem solúveis nos 

meios reacionais acaba por dificultar a sua separação do produto e impossibilita 

o seu reuso em mais de uma reação enzimática, o que também onera o 

processo. (GUISAN et al., 2022).  

Nesse contexto, com o objetivo de solucionar os problemas relacionados 

à estabilidade das enzimas em processos industriais, a engenharia enzimática 

apresenta algumas diferentes e interessantes estratégias: a) uso de técnicas de 

biologia molecular através de evolução dirigida e mutagênese dirigida ao local 

apresentaram estabilizações interessantes (EMRUZI et al., 2018; FRASER et al., 

2016; LIU et al., 2019; MINGUES et al., 2020); b) modificação química de 

enzimas solúveis como a PEGuilação de enzimas solúveis (FANG et al., 2018; 

REICHERT; BORCHARD, 2016; ZHAO et al., 2017); c) aplicação de técnicas de 

imobilização enzimática utilizando-se diferentes suportes e protocolos que 

podem contribuir para o aumento da estabilidade de enzimas (LIU et al., 2021; 

WAHAB et al., 2020) d) modificação química de enzimas imobilizadas, como a 

PEGuilação 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 imobilização enzimática  

 
A depender do tipo de interação existente entre as enzimas e os 

suportes, os métodos de imobilização podem ser classificados em métodos 

físicos ou em métodos químicos. Por não estabelecerem interações covalentes 

entre as enzimas e os suportes, os métodos de imobilização realizados por 

adsorção e aprisionamento são classificados como métodos físicos, enquanto os 

métodos de imobilização por ligação covalente e ligação cruzada/reticulação são 

denominados métodos químicos (LIU et al., 2018). Os diferentes métodos de 

imobilização enzimática existentes estão representados na Figura 4.  

 

Figura 4. Métodos físicos e químicos empregados na imobilização de enzimas. 

 

 

Fonte: Liu, Chen e Chi, 2018 (adaptado). 
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O método de adsorção é o mais simples, no qual as enzimas são 

adsorvidas na superfície dos suportes por meio de interações de hidrogênio, 

forças de van der Waals, interações eletrostáticas ou interações hidrofóbicas. É 

um método de fácil execução e de baixo custo, visto que nenhum agente de 

acoplamento ou etapas de modificação são necessários para a imobilização 

(BASSO; SERBAN, 2019) .  

Por outro lado, as interações estabelecidas entre a enzimas e os 

suportes são fracas ficando suscetíveis às mudanças de pH, temperatura e força 

iônica, resultando na baixa estabilidade de enzimas imobilizadas por estes 

métodos. Neste tipo de imobilização materiais como resinas de troca catiônica e 

aniônica, carvão ativado, sílica gel, vidro de poro controlado e cerâmica são 

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 oclusão destas em rede poliméricas de baixo custo, uma 

interessante estratégia para evitar a agregação enzimática. Estas são retidas em 

redes as quais permitem a passagem apenas dos substratos e dos produtos, o 

que contribui para a diminuição da lixiviação enzimática, melhorando sua 

estabilidade e protegendo-a contra possíveis inibidores. A principal vantagem 

deste método é a preservação da conformação tridimensional da enzima, o que 

resulta em altas atividades catalíticas. Porém, uma desvantagem deste método 

são os problemas relacionados à difusão limitada do substrato. Materiais como 

quitosana, alginato de cálcio, colágeno, poliacrilamida, ágar, álcool polivinílico e 

poliuretano são frequentemente utilizados para a obtenção de redes poliméricas 
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para a execução deste método (ADHIKARI; PRAMANIK, 2019; LIU et al., 2018; 

WONG et al., 2019).  

A reticulação de enzimas – CLEA( Cross-linked enzyme aggregation) é 

uma técnica que envolve a formação de agregados enzimáticos induzida por 

agentes precipitante, seguida da formação de ligações cruzada entres as 

moléculas por meio do uso de agentes bifuncionais. Nessa abordagem, os sítios 

ativos encontram-se protegidos, preservando assim suas atividades catalíticas. 

Há ainda a possibilidade de reticulação enzimática às matrizes de suportes por 

meio de ligações covalentes, visando uma melhora em sua reutilização e 

estabilidade (LIU et al., 2018). 

Por fim, as enzimas podem ser ligadas covalentemente aos suportes 

através de reações químicas estabelecidas entre os resíduos de aminoácidos 

presentes em suas cadeias laterais  tais como, lisina, cisteína, ácidos aspártico 

e glutâmico, e grupos funcionais presentes no suporte. Além disso, alguns 

grupos funcionais são favoráveis à formação das ligações covalentes, como é o 

caso dos grupos funcionais amino, carboxílico, imidazol, indolil e hidroxil fenólico. 

Métodos de imobilização covalente são 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 imobilização enzimática 

bem como suas vantagens e desvantagens (ZUCCA; SANJUST, 2014).  

Para uma imobilização bem-sucedida é necessário considerar a 

compatibilidade entre o método de imobilização, o material do suporte escolhido 

e a enzima. A escolha desses fatores deve levar em conta a preservação da 
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atividade enzimática, a estabilidade do biocatalisador e as características da 

aplicação desejada (BASSO; SERBAN, 2019).    

 

Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos métodos de imobilização. 

Método de Imobilização Vantagens Desvantagens 

Encapsulação/Confinamento 

• Sem modificação 
química da enzima 

• Retenção da atividade 
enzimática 
 

• Lixiviação da enzima 

• Problemas de 
transferência de 
massa 

Ligação cruzada 

• Sem necessidade de 
suporte 

• Estabilização da 
enzima 

• Minimização de 
lixiviação do 
catalisador 

• Possibilidade de 
modificação massiva 
da enzima 

• Problemas de 
transferência de massa 

• Procedimento 
experimental 
complicado 
 

Adsorção 

• Sem modificação 
química da enzima 

• Fácil e barata de ser 
realizada 

• Lixiviação da enzima 

• Baixa especificidade 
de reação 

 
 

Interação eletrostática 

• Sem modificação 
química da enzima 

• Fácil de ser realizada 

• Lixiviação da enzima 

• Baixa especificidade 
de reação 
 

 

Afinidade 

• Elevada 
especificidade de 
reação 

• Presença de grupos 
específicos na enzima 
é crucial 

• Geralmente caro e 
complicado de ser 
realizado 
 
 

Ligação covalente 

• Estabilização da 
enzima 

• Minimização da 
lixiviação da enzima 

• Ligação forte 

• Possível modificação 
estérica da enzima 

• Possível diminuição 
da atividade 
enzimática 

• Necessário realizar 
modificações química 
no suporte 

• Geralmente 
irreversível, 
impossibilitando o 
reuso do suporte 

Fonte: Zucca e Sanjust (2014). 
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A escolha do material a ser utilizado como suporte para a imobilização 

de uma enzima deve ser feita avaliando-se alguns critérios: a) solubilidade – é 

importante que o suporte escolhido seja insolúvel ao meio reacional, a fim de se 

possibilitar a separação do biocatalisador imobilizado (derivado) do produto e 

meio reacional; b) presença de grupos funcionais – a existência de grupos 

funcionais no suporte precisa ser avaliada, bem como sua quantidade e 

possibilidade de ativação. Em alguns casos, se faz necessário realizar uma 

etapa de funcionalização do suporte a fim de inserir grupos funcionais que 

possibilitem a ligação da enzima; c) dimensões e porosidade do suporte – de 

maneira geral, quanto maior for a área superficial do suporte por unidade de 

massa, maiores são 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, é 

importante levar em conta quais os possíveis impactos ambientais o suporte 

escolhido pode causar ao ser descartado. Nesse sentido, o uso de materiais 

biodegradáveis se destaca (HETTIARACHCHY et al., 2018; ZDARTA et al., 

2018).  

De maneira geral os suportes para imobilização enzimática podem ser 

classificados em orgânicos, inorgânicos e híbridos (ou compósitos). Entre os 

suportes orgânicos destacam-se os biopolímeros que, sendo polímeros naturais, 

não apresentam toxicidade, são biodegradáveis e biocompatíveis, 

representando, portanto, uma alternativa ao uso de polímeros sintéticos. Além 

disso, por serem muitas vezes materiais renováveis e de fácil obtenção, como 
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subprodutos industriais de baixo valor agregado, contribuem para a redução dos 

custos associados aos processos de imobilização (DATTA et al., 2013; 

HETTIARACHCHY et al., 2018; ZDARTA et al., 2018). 

Diferentes técnicas e suportes têm sido utilizados para a imobilização de 

glucoamilases, tais como: carbono ativado (ASLAN, Yakup et al., 2020) κ- 

carragenana (HASSAN et al., 2019), quitosana recoberta com nanopartículas 

magnéticas e nanofolhas de óxido de grafeno misturada com quitosana 

recoberta com nanopartículas magnéticas (WANG; JIANG, 2019), espuma 

mesocelular siliciosa (GEORGE; SUGUNAN, 2021), polianilina (ALMEIDA et al., 

2020), glioxil-agarose (TARDIOLI et al., 2011), resina de poliestireno aniônica de 

base fraca (MUKHERJEE et al., 2013), pó de sabugo de milho (DA COSTA 

LUCHIARI et al., 2021), entre outros. 

Com o avanço da tecnologia e o surgimento de dispositivos 

personalizados, a técnica de manufatura aditiva – também conhecida como 

impressão 3D – contribui para a revolução de diversos campos na Ciência, 

sobretudo pela capacidade de geração mínima de resíduos, que, associado à 

atual disponibilidade de impressoras de baixo custo, contribui para que o número 

de possibilidades de aplicação desta tecnologia atinja vários campos de 

pesquisa tais como energia, aplicações biomédicas, fabricações de 

equipamentos de laboratório, engenharia de alimentos e bioquímica, sistemas 

de detecção, entre outros (RINALDI et al., 2021). Nesse sentido, há uma 

tendência crescente para a utilização da tecnologia de manufatura aditiva na 

produção de suportes enzimáticos inovadores, visto que trata-se de uma técnica 

flexível e que pode ser utilizada para se obter suportes personalizados 

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

manufatura aditiva 

A utilização de manufatura aditiva ou impressão 3D para o design de 

novos suportes enzimáticos tem ganhado grande destaque nos últimos anos, 

graças a possibilidade de obtenção de peças personalizadas com geometrias e 

porosidades otimizadas para cada aplicação, ao baixo custo de produção e a 

possibilidade de confecção em massa de suportes.  

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a obtenção de suportes 

impressos por manufatura aditiva (REMONATTO et al., 2023): a) a 

estereolitografia (SLA) é uma técnica pioneira na área de manufatura aditiva que 

surgiu no início da década de 80, cujo princípio de funcionamento está na 

impressão de objetos sólidos, com alta precisão e complexidade, a partir de 

resinas poliméricas líquidas; b) a técnica de jato aglutinante, criada no início da 

década de 90 no Massachusetts Institute of Technology - MIT e comercializada 

no ano de 2010, envolve a propagação de uma fina camada de pó na plataforma 

de impressão, sob a qual um agente aglutinante é depositado nos pontos pré 

definidos e utiliza uma variedade de materiais como areias, cerâmicas e metais; 

c) Sinterização Seletiva a Laser (SLS) – técnica que utiliza equipamentos 

robustos de alta resistência para confeccionar objetos tridimensionais 

empregando a energia térmica emitida pela combinação entre alta temperatura 

e uma fonte luminosa. Materiais termoplásticos, metais, poliamidas, cerâmicas, 

nylon e polímeros aglutinantes são frequentemente utilizados; d) Modelagem por 

Deposição de Material Fundido (FDM) – técnica de manufatura aditiva muito 

popularizada atualmente por apresentar baixo custo, menor desperdício e, 



49 
 

principalmente, pela facilidade de troca de matérias prima. Seu princípio de 

funcionamento resido no uso de termoplástico fundido para realizar a extrusão e 

assim compor cada umas das camadas do objeto. Os materiais PLA, ABS, PET 

e nylon são os mais utilizados nessa técnica de impressão; e) Direct Ink Writing 

(DIW) – representa um método versátil baseado na extrusão de materiais e que, 

se comparado às técnicas de estereolitografia e sinterização seletiva a laser, 

representa uma alternativa mais econômica para impressão de materiais 

cerâmicos, silicone, resina fotossensível, entre outros materiais (SAADI et al., 

2022). A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de enzimas imobilizadas em 

suportes obtidos por manufatura aditiva e suas aplicações.  

Tabela 2. Exemplos de enzimas imobilizadas em suportes obtidos por 

manufatura aditiva. 

Enzima Suporte Aplicação Referência 

Glicose e lactato oxidases ABS 

Desenvolvimento de sensor para 
monitoramento dos níveis de 

glicose e lactato em cérebros de 
rato em tempo real 

 

(SU et al., 2016) 

Lacase 
Matriz de hidrogel – combinação 
de alginato de sódio, acrilamida 

e hidroxiapatita 

Degradação de composto 
fenólicos (p-clorofenol) presentes 

em efluentes industriais 
 
 

(LIU et al., 2020) 

Peroxidase de raiz de 
rabanete 

Combinação de grafeno com 
PLA 

Desenvolvimento de eletrodo 3D 
para detecção de peróxido de 

hidrogênio 
 
 

(LÓPEZ MARZO et al., 
2020) 

Colesterol e colina 
oxidases 

PLA 

Desenvolvimento de um 
microchip enzimático para 

detecção simultânea de dois 
biomarcadores cardíacos 

 
 

(KOUKOUVITI; 
KOKKINOS, 2021) 

Lipase Geopolímero Aplicação em biorreatores 
(DOS SANTOS et al., 

2021) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Su e colaboradores utilizaram a técnica de manufatura aditiva para a 

produção 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 níveis de 

glicose e de lactato em cérebros de rato, em tempo real. O sistema proposto se 

mostrou eficiente na detecção destas moléculas, contribuindo assim para o 

desenvolvimento de novos tratamentos para doenças neurológicas (SU et al., 

2016). O uso de impressão 3D para criação de uma matriz de hidrogel com 

propriedades mecânicas otimizadas por meio da combinação de alginato de 

sódio, acrilamida e hidroxiapatita foi relatada  Liu e colaboradores. Os suportes 

obtidos foram utilizados para imobilizar lacase e posterior aplicação na 

degradação de compostos fenólicos. O estudo contribuiu para o 

desenvolvimento de uma plataforma de baixo custo e flexível para a imobilização 

de várias enzimas industriais (LIU et al., 2020). A fabricação de eletrodos de 

grafeno e PLA, impressos pela tecnologia de FDM, para a imobilização de 

peroxidase de raiz de rabanete demonstrou boa seletividade e estabilidade a 

longo prazo, além de oferecer novas possibilidades para a fabricação de 

biossensores eletroquímicos sob demanda (LÓPEZ 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 enzimático para o 

biosensoriamento eletroquímico multiplexado a partir da produção de uma 

ferramenta promissora para aplicações diagnósticas e de monitoramento de 

saúde (KOUKOUVITI; KOKKINOS, 2021). 
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Além das aplicações voltadas para soluções em saúde e meio ambiente, 

a impressão 3D também pode ser utilizada para propor suportes que facilitem o 

reuso de enzimas industriais e sua aplicação em reatores enzimáticos (DOS 

SANTOS et al., 2021). 

O biopolímero poliácido lático (PLA) é outra opção interessante e 

promissora de suporte para imobilização de enzimas. É um material cujas 

aplicações variam desde a manufatura de embalagens até a fabricação de 

protótipos ou dispositivos médicos bioabsorvíveis. Devido à alta resistência e 

termoplasticidade, o PLA pode ser facilmente processado para a obtenção de 

peças a partir de impressão 3D, as quais podem ser utilizadas para a 

imobilização de enzimas, proporcionando um aumento da superfície de contato 

entre o suporte e os catalisadores (SONG et al., 2017).  

A modificação de microreatores enzimáticos impressos em 3D utilizando 

PLA para bioconversão contínua de compostos bioativos foi relatada por 

Gkantzou e colaboradores (2022). Quitosana foi utilizada para modificar a 

superfície do PLA e assim imobilizar lacase de Trametes versicolor e posterior 

aplicação em processos de biotransformação de compostos fenólicos 

(GKANTZOU et al., 2022). 

O PLA também foi utilizado para realizar a imobilização de β-

galactosidase em suportes impressos 3D para a produção de leite sem lactose. 

Os derivados foram aplicados em reator alcançando-se 94,2% de hidrólise da 

lactose, atendendo aos padrões de segurança alimentar e evidenciando a 

vantagem da utilização de métodos enzimáticos para este fim (SHAO et al., 

2024). 
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Em relação aos geopolímeros, são materiais inorgânicos, 

aluminossilicatos nanoestruturados ativados por álcalis, de fácil manipulação sob 

a forma de pastas aquosas e que por apresentarem propriedades de autofixação, 

podem ser extrudados por meio da técnica de DIW. Os geopolímeros 

apresentam composição química muito semelhante à das zeólitas, com o 

diferencial de apresentarem poros intrínsecos maiores que as zeólitas, 

favorecendo seu uso como suporte para imobilização de enzimas (FRANCHIN 

et al., 2017).  

Zhang e colaboradores (2020) realizaram a imobilização por adsorção 

“cíclica” de lacase comercial de Aspergillus oryzae em membrana compósita de 

geopolímero visando a remoção de cristal violeta de águas. Os derivados 

aplicados em modo batelada apresentaram alta eficiência de remoção de cristal 

violeta (>99%). Além disso os autores destacam algumas vantagens de se 

utilizar geopolímero como suporte para imobilização de enzimas, tais como: 

baixo custo, facilidade de preparação, estrutura porosa e boa estabilidade 

química e porosa, além de ser um material biocompatível  (ZHANG et al., 2020). 

Suportes de geopolímeros obtidos por meio da técnica de DIW foram 

utilizados para imobilização de lipase comercial de Candida rugosa. Para tanto, 

foi necessária a modificação da estrutura do suporte de modo a possibilitar a 

ligação covalente da enzima ao material que, após imobilizada, foi utilizada na 

hidrólise de óleo de cozinha usada como uma passo preliminar para a produção 

de biodiesel (DOS SANTOS et al., 2021). 

Zhao e colaboradores (2024) realizaram a imobilização de anidrase 

carbônica em uma membrana de geopolímero para captura de CO2 com 

eficiência de remoção de CO2 de 99,90%, evidenciando as vantagens de usar 
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membranas inorgânicas para esta finalidade devido a sua alta resistência 

mecânica e ao baixo custo de fabricação (ZHAO et al., 2024) 

Embora haja diversos trabalhos que relatem a imobilização de 

glucoamilases em variados suportes enzimáticos, a literatura atual carece de 

estudos envolvendo a imobilização dessas enzimas em suportes impressos por 

manufatura aditiva. Nesse sentido, o presente trabalho propôs a imobilização de 

glucoamilase comercial de origem fúngica em dois suportes impressos por 

manufatura aditiva: suportes de PLA, impressos por meio da técnica de  

Modelagem por Deposição de Material Fundido (FDM) e suportes de 

geopolímero 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 imobilização de 

glucoamilase comercial, de origem fúngica, em suportes de poli ácido lático 

(PLA) e de geopolímero, obtidos utilizando-se a tecnologia de manufatura aditiva 

visando a aplicação dos derivados na hidrólise do amido em reatores 

enzimáticos operados em regime de batelada.  

Os objetivos específicos foram:  

- Imobilizar glucoamilase comercial em suportes impressos de PLA, avaliando-

se a influência de dois diferentes agentes funcionalizantes (HMDA – 

Hexametileno diamina; EDA – Etileno diamina), do tratamento com NaBH4 após 

as etapas de funcionalização, do pH de imobilização e do carregamento 

enzimático; 

- Imobilizar glucoamilase comercial em suportes impressos de geopolímero, 

avaliando-se a influência do pH de imobilização e carregamento enzimático 

utilizados;  

- Caracterizar por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) os derivados obtidos; 

- Caracterizar os derivados obtidos  quanto a pH e temperatura ótimos de 

atividade e estabilidade; 

- Avaliar a estabilidade operacional dos derivados obtidos; 

- Aplicar os derivados obtidos a partir da imobilização em ambos os materiais 

estudados (PLA e geopolímero) na hidrólise do amido, em reator de tanque 

agitado (batelada).  
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4. Material e métodos 
 

4.1. Materiais 
 

O filamento de PLA utilizado para impressão 3D dos suportes foram obtidos 

a partir da empresa 3D Fila. A glucoamilase comercial de Aspergillus niger A7095 

bem como as soluções de glutaraldeído 25%, etilenodiamina (EDA), reagente de 

Bradford, APTES (3-aminopropil trietoxisilano),  hexametilenodiamina (HMDA), 

borohidreto de sódio (NaBH4), ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) e amido de batata 

foram adquiridos da Sigma Aldrich. Os reagentes nitrato de amônio (NH4NO3) e 

hexano foram adquiridos da Êxodo. As soluções tampão foram preparadas no 

momento de execução dos ensaios.  

 
4.2. Imobilização da glucoamilase comercial em suportes impressos 

de PLA 
 

4.2.1. Design dos suportes 3D de PLA 

Os suportes 3D de PLA foram produzidos através da técnica de Modelagem 

por Deposição de Material Fundido (FDM) utilizando-se impressora 3D 

(MakerBot Replicator +). Os suportes foram projetados utilizando o software 

AutoCad 2022 (Licença de Estudante, Autodesk, USA) e modelados utilizando o 

software MakerBot Print (versão 4.10.1.2056). Os parâmetros utilizados para 

impressão dos suportes foram: altura de camada 0,2 mm; temperatura da 

extrusora 205 °C; distância de retração da extrusora 0,6 mm; velocidade de 

impressão 150 mm/s. Os suportes foram projetados sob a forma de malha (1 

mm) com as seguintes dimensões: diâmetro 15 mm; altura 6 mm;  (Figura 5).  
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Figura 5. Suportes de PLA projetados em CAD para imobilização de 

glucoamilase comercial. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2.2. Funcionalização dos suportes de PLA 

Foram testados dois agentes funcionalizantes: hexametilenodiamina (HMDA) 

e etilenodiamina (EDA). A funcionalização com HMDA se deu por meio do 

contato dos suportes com HMDA solubilizado em álcool isopropílico (1 g de 

suporte em 5 mL de solução de HMDA 60 mg/mL) por 120 minutos, a 55 °C. 

Após este período, os suportes foram lavados e mantidos em água destilada, 

sob agitação em agitador de rolo, por 24 horas e então secos com o auxílio de 

bomba a vácuo por 5 minutos.  

A funcionalização com EDA foi realizada em solução 2 mol/L em álcool 

isopropílico, por 120 minutos, temperatura ambiente, sob agitação leve em 

agitador orbital (35 g de suporte em 200 mL de solução de EDA). Após este 

período, os suportes foram lavados com água destilada e secos com o auxílio de 

bomba a vácuo por 5 minutos.  
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A influência da adição de borohidreto de sódio (NaBH4) (0,057 g/g de 

suporte), no processo de imobilização da glucoamilase foi avaliada, após a etapa 

de funcionalização, uma vez que é um agente utilizado para a estabilização de 

sistemas de imobilização. Os suportes ficaram em contato com a solução 

contendo borohidreto de sódio por 4 horas, sob agitação leve em agitador orbital, 

a temperatura ambiente, em sistema aberto, pois há a liberação de gases. A 

seguir os suportes foram lavados com tampão acetato de sódio (0,1 mol/L, pH 

4,5) e água destilada em abundância. 

 

4.2.3. Ativação dos suportes de PLA 

Os suportes de PLA contendo os grupamentos amina foram ativados através 

imersão em solução de glutaraldeído 20%, solubilizado em tampão fosfato 0,01 

mol/L, pH 7,5 (1 g de suporte em 20 mL de solução), sob agitação em agitador 

orbital, durante 15 horas. Após este período, os suportes foram lavados com 

água destilada e secos com o auxílio de bomba a vácuo. Ao final da ativação dos 

suportes foi realizada a imobilização da glucoamilase. 

 

4.2.4. Imobilização em suportes de PLA 

Após a funcionalização e ativação dos suportes obtidos, realizou-se a 

imobilização da glucoamilase. O carregamento enzimático foi determinado com 

base em ensaios preliminares de imobilização fixando-o em 200 mg de 

proteína/g de suporte (250 mg de proteína/ cm³). Os ensaios foram realizados 

em tubos de ensaio utilizando-se a proporção de 1 g de suporte ativado para 10 

mL de fase líquida, composta por enzima e solução tampão (tampão fosfato para 

os ensaios em pH 7,0 e tampão 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 agitação leve 

em agitador orbital, a 80 rpm, a temperatura de 25 °C. A seguir, os derivados 

foram lavados com água e tampão Mc Ilvaine pH 5,5, 0,1 mol/L, secos com 

auxílio de bomba à vácuo e tiveram suas atividades enzimáticas determinadas. 

A atividade enzimática e o teor de proteínas foram também determinados no 

sobrenadante e no líquido de lavagem (itens 4.5 e 4.6, respectivamente). O 

rendimento da imobilização (R%) foi calculado por meio da relação entre a 

quantidade total de U de enzima oferecida e a quantidade total de U de enzima 

presente no sobrenadante após imobilização, de acordo com a Equação 1: 

 

𝑅 (%) =  
𝑈 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑓𝑜𝑟𝑛𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜−𝑈 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑈 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑓𝑜𝑟𝑛𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜
  𝑥 100   (1) 

 

4.3. Imobilização da glucoamilase comercial em suportes impressos de 

geopolímero 

4.3.1. Impressão dos suportes de geopolímero  

Os suportes de geopolímero foram obtidos por meio de uma parceria 

internacional firmada entre os pesquisadores: Dr Paolo Colombo (Departamento 

de Engenharia Industrial da Universidade de Padova – Itália), Dr Murilo Daniel 

de Mello Innocentini (Universidade de Ribeirão Preto – Brasil), Drª Ariela Veloso 

de Paula (Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da 

UNESP de Araraquara – Brasil ) e Drª Daniela Alonso Bocchini (Departamento 

de Bioquímica e Química Orgânica do Instituto de Química (UNESP) – Brasil).  

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

S.A., Paris, França), solução de silicato de sódio (SS2942, Ingessil S.r.L., 
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Montorio, Itália), hidróxido de sódio (NaOH, Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemanha) e água destilada. Para obter uma tinta imprimível com propriedades 

reológicas adequadas, o geopolímero em pó 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 à pasta como agente 

reológico. O sistema de impressão consistiu numa impressora Delta (Delta Wasp 

2040 Turbo, Wasproject, Massa Lombarda, Itália) equipada com uma câmara 

pressurizada com um parafuso infinito para extrudir a pasta; a tinta foi transferida 

para uma seringa de 30 mm3 e foi acoplada à impressora. A tinta foi extrudada 

por Direct Ink writing (DIW) através de um bocal com um diâmetro de 840 μm 

(Nordson Italia S.p.a., Segrate, Itália) no ar e à temperatura ambiente, com 

velocidade de impressão e fluxo de extrusão pré-determinados.  

Os suportes de geopolímero foram impressos sob a forma de malha contendo 

20 mm de diâmetro e 9,6 mm de altura. Após o processo de impressão, as 

amostras foram colocadas em estufa, dentro de uma caixa fechada, onde foram 

mantidas por 2 dias a 75 °C, até que a reações de polimerização fossem 

completas. Ao final, os suportes foram secos a 100 °C durante a noite. Antes de 

serem preparados para a imobilização de glucoamilase, os suportes de 

geopolímero foram cortados com o auxílio de serra diamantada a fim de se 

aproveitar melhor o material.   
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Figura 6. Suportes de geopolímero utilizados para imobilização de glucoamilase 

comercial. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.2. Troca iônica 

Os suportes de geopolimero impressos foram submetidos à troca iônica para 

remoção dos íons Na+ e K+ móveis do material, preparando a superfície do 

geopolímero para a funcionalização com APTES. Para tanto, uma solução de 

NH4NO3 0,1 mol/L foi preparada e a troca iônica foi realizada utilizando-se a 

proporção de 1 g de geopolímero em 100 mL de solução. As amostras foram 

imersas na solução e mantidas sob agitação mecânica; a cada 24 horas a 

solução foi trocada e a troca iônica ocorreu por um total de 4 dias. 
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4.3.3. Funcionalização e ativação dos suportes de geopolímero 

Após a troca iônica, os suportes tiveram suas superfícies revestidas com 

grupos NH2 por meio da adição de uma solução de 3% de 3-

aminopropiltrietoxissilano (APTES) em hexano na proporção de 1 g de 

geopolímero em 30 mL de solução, 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 adição de uma solução de glutaraldeído a 2,5% em tampão 

fosfato (pH 7,5, 0,01 mol/L), na proporção de 1 g de geopolímero em 25 mL de 

solução, durante 15 horas sob agitação em agitador orbital. Em seguida, foram 

lavados com água e solução tampão de pH 7,5 para remoção do glutaraldeído 

em excesso.  

 

4.3.4. Imobilização em suportes de geopolímero 

A imobilização de glucoamilase em suportes de geopolímero assim como o 

cálculo do carregamento enzimático utilizado foram realizados conforme descrito 

no item 4.2.4. Os cálculos referentes aos carregamentos enzimáticos foram 

realizados de acordo com quantidade de proteína a ser fornecida (mg) em função 

do volume de suporte (cm³).  

4.4. Avaliação da influência do carregamento enzimático na imobilização 

de glucoamilase 

A fim de se determinar qual a carga enzimática mais adequada para a 

imobilização de glucoamilase em cada um dos suportes estudados, realizou-se 

o estudo do carregamento enzimático no qual foram avaliados os valores: 100, 

200, 300 e 400 mg de proteína/ g de suporte, correspondentes a 125, 250, 375 

e 500 mg de proteína/ cm³, respectivamente. Os ensaios foram realizados sob 
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condições determinadas previamente: 24 horas de imobilização, pH 10 e adição 

de NaBH4 (para os suportes de PLA). 

 

4.5. Determinação da atividade de glucoamilase 

Para o desenvolvimento do protocolo a seguir, o amido foi previamente 

gelatinizado em forno micro-ondas até que a solução ficasse translúcida, 

garantindo assim a total homogeneização do substrato. A mistura de reação 

utilizada para se quantificar a atividade de glucoamilase solúvel  constituiu-se 

por 1800 μL de solução de substrato (amido solúvel – Sigma, a 5 g/L em tampão 

Mc Ilvaine 0,1mol/L, pH 4,93) e 200 μL da enzima comercial, diluída em água 

destilada. A reação foi mantida a 50 °C, por 10 minutos, e então interrompida em 

banho de gelo. Os controles foram preparados substituindo a solução de 

substrato (controle da enzima) e a enzima comercial (controle do substrato) por 

iguais volumes de água. A quantificação da glicose liberada foi realizada como 

descrito por Miller (1959) a partir de uma curva analítica de glicose. Para tanto, 

à 500 μL do hidrolisado foram adicionados 500 μL de reagente DNS. As misturas 

foram levadas ao banho de ebulição a 100 °C, por 5 minutos, resfriadas em 

banho de gelo, adicionadas de 4,0 mL de água destilada e homogeneizadas. Os 

valores de absorbância foram lidos em espectrofotômetro a 540 nm. Como 

branco utilizado para zerar o aparelho, foi utilizado a mistura de 500 μL de água 

destilada e 500 μL de DNS, também submetida à fervura e posterior adição de 

água destilada como descrito acima. Uma unidade de atividade enzimática foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de açúcar 

redutor por minuto, nas condições de ensaio acima citadas. No caso da 

determinação da atividade dos derivados, a mistura de reação constitui-se de 
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1800μL de solução de substrato, 200 μL de tampão Mc Ilvaine 0,1 mol/L, pH 4,93 

e suporte contendo a enzima imobilizada 

4.6. Determinação da concentração de proteínas pelo método de Braford 

A determinação do teor de proteínas realizada através do método de Bradford 

(1976) foi realizada a partir de uma curva analítica construída empregando-se 

solução padronizada de soroalbumina bovina (0,3 mg/mL). A mistura de reação 

contendo 50μL de solução enzimática convenientemente diluída e 500μL de 

reagente de Bradford foi agitada e, após 5 minutos, realizou-se a leitura das 

absorbâncias em espectrofotômetro a 595 nm. Como branco, substituiu-se a 

solução enzimática por igual volume de água destilada. 

 

4.7. Caracterização físico química da enzima solúvel 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 enzimática 

Para a determinação dos valores ótimos de pH e temperatura para a atividade 

da glucoamilase solúvel e imobilizada empregou-se a técnica estatística de 

planejamento experimentos. Para tanto foram realizados três diferentes 

Delineamentos de Composto Central Rotacional (DCCR) do tipo 2², com pontos 

axiais e quatro replicações no ponto central (Tabela 3) As variáveis 

independentes foram o pH (3,5 – 7, 5) e a temperatura (30 – 70 °C) e a variável 
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resposta foi a atividade enzimática relativa, expressa como porcentagem relativa 

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

 

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

de composto central rotacional. 

Variável 
Níveis 

−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 solúvel frente aos respectivos 

valores de pH ótimos de atividade foi avaliada dosando-se as atividades 

residuais após 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 12 e 24, 48, 96 e 144 horas de incubação em 

solução tampão Mc Ilvaine 0,05 mol/L pH 5 (enzima solúvel e derivados obtidos 

a partir da imobilização em suportes de geopolímero) e pH 5,5 (enzima solúvel 

e derivados obtidos a partir da imobilização em suportes de PLA). Foram 

calculados os valores dos coeficientes de desativação (kd) e os tempos de meia 

vida (t1/2) segundo as equações 2 e 3.  

𝐿𝑛 
𝐴

𝐴𝑜
=  −𝐾𝑑  . 𝑡   (2) 

Onde:  A = atividade enzimática final da enzima (U/mL) e do derivado (U/g); A0= 

atividade enzimática inicial; Kd = constante de desativação (h-1); t = tempo (h). 
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𝑡1

2

=  
𝐿𝑛 2

𝐾𝑑
                (3) 

Onde: t1/2 = tempo de meia vida do biocatalisador; Kd = constante de desativação 

(h-1). 

A estabilidade dos derivados e da enzima solúvel frente aos respectivos 

valores de temperatura ótimos de atividade foi avaliada dosando-se as 

atividades residuais após 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 e 240 minutos de 

incubação a  50 °C (enzima solúvel e derivado obtido a partir da imobilização 

em suportes de PLA) e 55 °C (enzima solúvel e derivado obtido a partir da 

imobilização em suportes de geopolímero), em solução tampão (Mc Ilvaine 

0,05 mol/L). Os valores de tempo de meia vida e os coeficientes de 

desativação térmica foram calculados. 

 

 

4.8. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier  

Os suportes de PLA e de geopolímero, bem como os derivados, foram 

caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR). Os espectros foram registrados na região compreendida entre 

4000 e 400 cm-1, com 4 cm-1 de resolução, 32 varreduras por ensaio, em modo 

ATR (Refletância Total Atenuada) em um Espectrofotômetro FTIR - Platinum/ 

BRUKER; equipado com um cristal ATR em ZnSe de alta capacidade para 

análise de sólidos, pastas e líquidos. 
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4.9. Ensaios de estabilidade operacional  dos derivados obtidos a partir 

da imobilização em suportes de PLA  e em suportes de geopolímero 

A estabilidade operacional dos derivados obtidos foi avaliada determinando-

se suas atividades enzimáticas ao longo de 10 ciclos reacionais seguidos. Ao 

final de cada ciclo, os derivados foram lavados com tampão Mc Ilvaine 0,1 mol/L 

(valor ótimos de pH para cada derivado), reutilizados e suas atividades residuais 

foram calculadas. 

 

4.10. Hidrólise enzimática do amido em reatores enzimáticos de tanque 

agitado operando em batelada 

Os ensaios de hidrólise foram realizados em reatores de tanque agitado 

operando em batelada (4 cm de diâmetro, 6,5 cm de altura, 81,64 mL de volume 

total) utilizando uma solução de amido de batata a 1% (m/v, base de peso seco) 

em tampão McIlvaine (0,1 mol/L, pH 5  e 5,5, para hidrólise utilizando derivados 

de geopolimero e de PLA, respectivamente) a 50 °C (PLA) ou 55 °C 

(geopolímero) e uma carga enzimática de 37,5 ou 133,33 U/g de substrato para 

a glucoamilase solúvel e  para os derivados , respectivamente, num volume final 

de reação de 70 mL. Os ensaios foram realizados em duplicata e amostras foram 

tomadas durante em 0, 6, 12, 24 e 48 h. Após 48 h, os derivados foram 

removidos, lavados com tampão e depois utilizados numa nova reação de 

hidrólise com a mesma duração, sob as mesmas condições. Os derivados foram 

utilizados por um total de cinco ciclos de hidrólise.  
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4.11. Análise dos produtos de hidrólise do amido por cromatografia líquida 

de alta resolução (HPLC) 

 O teor de glicose e maltose liberadas através da hidrólise enzimática do 

amido for quantificado utilizando um sistema HPLC equipado com um coluna 

cromatográfica BIO-RAD Aminex HPX-42ª (300 x 7,8 mm) a 80 °C e um detector 

de índice de refração a 60 °C. Água ultrapura foi utilizada a uma vazão de 0,6 

mL/min, como fase móvel e o volume de amostra injetado no sistema foi de 20 

µL. Foram construídas curvas analíticas para a quantificação de glicose e 

maltose utilizando-se padrões analíticos secos com pentóxido de fósforo sob 

vácuo. A conversão do amido em glicose foi calculada por meio da Equação 4.  

𝛿 = (
𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 𝑥 𝑓

𝑛
) 𝑥 100   (4) 

Onde: 𝛿 = conversão de amido em glicose (%); Glicose = número de moles de 

glicose;  f = fator de hidrólise do amido ( f = 0,9 mol/mol) e n = número inicial de 

mols de amido. 
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5. Resultados e discussão 
 

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

de geopolímero 

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

NaBH4 após a etapa de funcionalização e do pH na imobilização de glucoamilase 

em suportes impressos de PLA, ensaios de imobilização utilizando carga 

enzimática de 200 mg de proteína/g de suporte (250 mg de proteína/ cm³ de 

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

valores de rendimento de imobilização estão apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Influência do agente funcionalizante e do pH de imobilização, na 

presença (ST) e na ausência (SNT) de NaBH4 na imobilização de glucoamilase 

em suportes de PLA. 

Agente 

Funcionalizante 

pH de 

imobilização 

Atividade enzimática 

 (U/g) 

 Rendimento de imobilização 

(%) 

SNT ST  SNT ST 

EDA 

7 9,73 ± 0,23a 12,91 ± 0,48a  10,56 ± 2,09a 25,86 ± 10,94a 

10 9,22 ± 0,05a 13,68 ± 0,83a  31,30 ± 4,21b 32,80 ± 0,51a 

HMDA 

7 9,38 ± 0,00a 11,92 ± 0,04b  24,84 ± 0,00c 16,72 ± 2,32b 

10 9,19 ± 0,47a 12,00 ± 0,20b  40,86 ± 8,00d  36,13 3,23a 

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

Fonte: Elaborada pelo autor 
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Os derivados que, após a etapa de funcionalização, passaram por tratamento 

com NaBH4, foram os que apresentaram os maiores valores de atividade 

enzimática, independente dos valores de pH utilizados durante a imobilização e 

do agente funcionalizante utilizado. O uso de EDA como agente funcionalizante, 

seguido da adição de NaBH4 e posterior imobilização em pH 10 levou à obtenção 

de derivados com a maior atividade enzimática observada (13,68 ± 0.83 U/g) e 

os maiores rendimentos de imobilização foram obtidos em pH 10, independente 

do agente funcionalizante utilizado e do tratamento com NaBH4.  

A fim de se fixar uma condição de imobilização que proporcionasse a 

maior atividade enzimática, bem como um bom rendimento de imobilização, 

os dados obtidos foram tratados estatisticamente por meio da realização de 

uma ANOVA, com nível de significância de 95% (Tabela 5), seguido de pós 

teste Tukey. 
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Tabela 5.  Análise de Variância (ANOVA) para os valores de atividade enzimática 

e rendimento de imobilização dos derivados em função do agente 

funcionalizante, adição de NaBH4 e pH de imobilização. 

 
Variáveis 

Atividade Enzimática 
   

Rendimento de 
  Imobilização  

    F  valor p    F  Valor p  

Ag. 
Funcionalizante 

(A) 

  

1,12 x 10-3*
 

2,278 
 

1,75 x 10-1
 

 11,664  

Borohidreto (B) 
 211,727 1,72821 x 10-6*

 0,109 7,51 x 10-1
 

pH (C) 
 

0,024 
8,80 x 10-1

 27,918 1,14 x 10-3* 

 

A X B 
 

6,573 3,74 x 10-2*
 6,161 4,21 x 10-2*

 

A X C 
 

0,177 6,86 x 10-1
 0,420 5,38 x 10-1

 

B X C 
 3,043 1,25 x 10-1

 0,761 4,12 x 10-1
 

A X B X C 
 1,291 2,93 x 10-1

 2,067 1,94 x 10-1
 

*Valores em negrito são estatisticamente significantes ao nível de 95% de confiança (p<0,05). 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Com base na Tabela 5 é possível observar que o tipo de agente 

funcionalizante e a  adição NaBH4 são estatisticamente significativos para os 

valores de atividade enzimática (p = 1,12 x 10-3 e p = 1,72821 x 10-6, 

respectivamente). Por outro lado, para o rendimento de imobilização foram 

significativos (p < 0,05) apenas o pH de imobilização (p = 1,14 x10-3) e a 

interação entre o agente funcionalizante e a adição de NaBH4(p = 4,21 x 10-2).  

Além disso, o pós teste Tukey indicou que os valores de atividade 

enzimática dos derivados tratados com NaBH4 e os valores daqueles que não 

passaram pelo mesmo tratamento apresentam diferença estatística ao nível 

de 95% (p<0,05).  



71 
 

A imobilização covalente de enzimas representa uma das técnicas mais 

interessantes para aplicações industriais, uma vez que estando 

covalentemente ligadas ao suporte geralmente apresentam uma maior 

capacidade de reuso devido ao baixo nível de dessorção destas moléculas do 

suporte. Além disso, há a possibilidade de serem formadas ligações 

multipontuais entre a enzima e o suporte, o que contribui para uma maior 

estabilidade dessa  ligação (ASLAN, Yakup et al., 2020; GARCIA-GALAN et al., 

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

A Figura 7 apresenta o mecanismo de reação envolvido no processo de 

incorporação  dos grupamentos amina aos suportes de PLA. A aminólise, como 

é conhecida, ocorre quando uma amina reage com um éster dando origem a 

uma amida e um álcool. O mecanismo desta reação envolve algumas etapas: 

inicialmente, o grupo carbonila do PLA sofre um ataque nucleofílico do agente 

funcionalizante formando um composto        intermediário. Em seguida, o agente 

funcionalizante se liga o composto intermediário formando um composto de 

amida e um álcool como subproduto. A Figura 7 exemplifica o mecanismo de 

reação para o uso do HMDA, porém a reação utilizando EDA como agente 

funcionalizante segue o mesmo mecanismo. 
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Figura 7. Mecanismo de reação de aminólise envolvido na incorporação dos 

grupamentos amina nos suportes de PLA 

 

Fonte: ZHU, Y. et al., 2004 (adaptado), Software ChemDraw 

 

A etapa seguinte à funcionalização corresponde à etapa de ativação do 

suporte pelo reagente bifuncional, glutaraldeído. O glutaraldeido atua como 

um braço espaçador entre a enzima e o suporte funcionalizado, facilitando a 

ocorrência dessa ligação. A adição de glutaraldeido ao sistema de 

funcionalização resulta na reação dos grupamentos amino incorporados aos 

suportes de PLA com um dos grupamentos aldeídos presentes no reagente 

bifuncional, originando a formação da base de Schiff (R-N=CH-R´) 

(MIGNEALUT et al., 2004) que neste caso pode ser confirmada visualmente 

pela alteração de cor do suporte de PLA que, inicialmente branco, após o 

contato com o glutaraldeido assume uma coloração marrom-alaranjada 

(Figura 8). A mesma alteração de cor após o contato com glutaraldeido, 

evidenciando a formação da base de Schiff foi observada em suportes de 

carragenana (HASSAN et al., 2019). Uma vez ativados, há a formação de uma 

nova base de Schiff, desta vez entre o glutaraldeído e os grupamentos amino 

presentes na estrutura da enzima. 
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Figura 8. Alteração da cor do suporte após etapa de ativação com glutaraldeído. 

a) sem exposição ao reagente b) após exposição. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

No entanto, essas ligações são reconhecidamente instáveis 

(ARULMURUGAN et al., 2010). Guisan e colaboradores apresentam algumas 

maneiras pelas quais tais ligações podem ser estabilizadas, entre as quais está 

a realização da imobilização covalente multipontual em pH alcalino. Como 

exposto anteriormente, sob pH 10 os grupamentos amino dos resíduos de lisina 

presentes na superfície das enzimas encontram-se desprotonados e, 

consequentemente, altamente reativos. Nesse sentido, a imobilização 

covalente multipontual levará a formação de pelo menos duas bases de Schiff 

entre dois grupos amina  da enzima e dois grupos aldeído do suporte altamente 

ativado. Embora sejam ligações instáveis, quando em maior quantidade estas 

são capazes de formar um sistema estável e possibilitar uma ligação irreversível 

entre a enzima e o suporte. Desta forma, a presença de grupos reativos e 

estáveis na superfície do suporte favorece não só a imobilização covalente 

multipontual de uma enzima, mas também possibilita a utilização de valores 

a b 
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elevados de carregamento enzimático (maiores que 100 mg de proteina / g de 

suporte), porém, com tempo de imobilização entre 10 e 24 horas (GUISAN et 

al., 2020), justificando assim o tempo de imobilização utilizado no presente 

trabalho.  

O pH de imobilização é um fator importante a ser levado em conta 

durante o desenvolvimento de um protocolo de imobilização enzimática, uma 

vez que este influencia no grau de ionização dos resíduos de aminoácidos 

presentes na superfície da enzima, impactando diretamente na reatividade 

com o suporte empregado. Imobilizações do tipo covalente podem ocorrer de 

duas maneiras, a depender do valor de pH utilizado. Em pH neutro a formação 

de ligação covalente unipontual entre a enzima e o suporte utilizado é 

favorecida, envolvendo-se apenas o grupo amino terminal da enzima e o 

suporte ativado. Por outro lado, ao utilizar-se valores de pH próximos de 10 há 

a prevalência da formação de múltiplas ligações covalentes entre a enzima e 

o suporte ativado, proporcionando uma maior rigidez às moléculas de enzima 

ligadas ao suporte. Isso se dá graças ao grande número de resíduos do 

aminoácido lisina presentes na superfície da maioria das enzimas, os quais 

em valores alcalinos de pH encontram-se desprotonados facilitando a reação 

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

Desta forma, optou-se por fixar como condição de imobilização das 

glucoamilases comerciais em suportes de PLA a funcionalização com EDA, 

seguida do tratamento com NaBH4, ativação com glutaraldeído e posterior 

imobilização em pH 10 (tampão carbonato-bicarbonato, 0,5 mol/L) visando 

uma imobilização covalente multipontual da enzima e derivados com a maior 

atividade enzimática e rendimento de imobilização possível. 
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A imobilização covalente de glucoamilase em suportes impressos de 

geopolímero também foi estudada, em pH 7,0 e 10,0. Para fins de comparação 

com a imobilização de glucoamilase em suportes de PLA, inicialmente, o 

carregamento enzimático avaliado foi de 200 mg de proteína/g de suporte. A 

Tabela 6 apresenta os dados de atividade enzimática dos derivados bem como 

os dados de rendimento de imobilização.  

Tabela 6.  Avaliação da influência do pH na imobilização de glucoamilase em 

suportes de geopolímero. 

pH de imobilização 
Atividade Enzimática 

(U/g) 
Rendimento de 

imobilização (%) 

7 13,79 ± 1,55 a 62,89 ± 3,56 a 

10 13,22 ± 2,44 a 66,31 ± 3,28 a 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

*Valores de atividade enzimática e rendimento de imobilização seguidos de mesma letra, na 

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

Conforme apresentado na Tabela 6, não houve diferença estatisticamente 

significativa quanto aos valores de atividade enzimática e de rendimento de 

imobilização com relação ao valor de pH utilizado durante a imobilização. Desta 

forma, optou-se por realizar a imobilização de glucoamilase em suportes de 

geopolímero sob pH 10, visando sua imobilização covalente multipontual.  

A imobilização de glucoamilase em suportes de geopolímero 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 geopolímeros, correspondente a 56,4% de seu volume, 

oferecendo uma maior área superficial para a interação com a enzima(DOS 

SANTOS et al., 2021). 
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A composição química de um geopolímero é similar à das zeólitas, 

minerais de aluminossilicato microporosos, de origem natural ou sintética 

(FRANCHIN et al., 2017). As zeólitas são frequentemente utilizadas na 

imobilização de enzimas para aplicação em industriais de bebidas e de 

biocombustíveis, de papel, têxtil e de detergentes (AGGARWAL et al., 2021; SOY 

et al., 2014; VILLA et al., 2022). No entanto, apesar de serem utilizadas como 

suportes para imobilização de enzimas, o tamanho dos poros presentes em sua 

estrutura (< 1nm) não favorece a acomodação de moléculas grandes como é o 

caso das enzimas. Em contraste, os geopolímeros, embora semelhantes às 

zeólitas em termos de composição, geralmente possuem poros intrínsecos na 

faixa mesoporosa (1-50 nm), o que facilita a imobilização de enzimas (DOS 

SANTOS et al., 2021). Isso pode explicar o maior rendimento de imobilização 

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

5.2. Influência do carregamento enzimático na imobilização de 

glucoamilase  

De maneira geral, quanto maior for o carregamento enzimático 

empregado durante a imobilização, maiores são as chances de obter-se 

derivados enzimáticos com atividade elevada. No entanto, existe um limite 

para o aumento da atividade enzimática por meio do incremento do 

carregamento, dada a possibilidade de atingir-se a saturação dos sítio de 

ligação do suporte (GUISAN et al., 2020). 

Portanto, uma vez definidas as condições de imobilização em termos 

de agente funcionalizante, pH de imobilização e adição de NaBH4, avaliou-se 

a influência do carregamento enzimático (Tabela 7). 
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Tabela 7. Influência do carregamento enzimático de suportes de PLA sob a 

atividade enzimática e o rendimento de imobilização da glucoamilase. 

Carregamento enzimático 

 

Atividade 

Enzimática (U/g) 

Rendimento de 

Imobilização (%) 

100 mg/g (125 mg/cm³) 8,35 ± 0,64a 21,95 ± 6,86a 

200 mg/g (250 mg/cm³) 11,65 ± 0,49b 31,70 ± 5,37a 

300 mg/g (375 mg/cm³) 13,85 ± 0,78b 32,05 ± 0,49a 

400 mg/g (500 mg/cm³) 13,95 ± 0,07b 39,30 ± 8,77a 

*Valores de atividade enzimática e rendimento de imobilização seguidos de mesma letra, na 

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

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A atividade enzimática dos derivados imobilizados variou de 8,35 a 13,95 

U/g enquanto o rendimento de imobilização variou entre 21,95% e 39,30%. 

Verificou-se que, em relação à atividade enzimática dos derivados, não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os carregamentos de 200, 300 e 

400 mg/g. No entanto, houve diferença significativa apenas entre a atividade 

enzimática dos derivados com carregamento de 100 mg/g em relação aos 

demais. Os valores de rendimento de imobilização, dentro do intervalo de 

carregamento analisado, não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa. Dessa forma, o carregamento enzimático para imobilização 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 

à atividade enzimática e rendimento de imobilização em suportes de 

geopolímero. A atividade enzimática dos derivados de geopolímero variou de 

7,00 a 19,20 U/g enquanto o rendimento de imobilização variou de 46,96% a 

66,31%. 

 

Tabela 8. Influência do carregamento enzimático de suportes de geopolímero 

sob a atividade enzimática e o rendimento de imobilização da glucoamilase. 

Carregamento 
Atividade Enzimática 

(U/g) 

Rendimento de 

imobilização (%) 

100 mg/g (125 mg/cm³) 7,00 ± 1,18 a 46,96 ± 5,27 a 

200 mg/g (250 mg/cm³) 13,22 ± 2,44 ab 66,31 ± 3,28 ab 

300 mg/g (375 mg/cm³) 11,30 ± 1,89 a 56,82 ± 2,20 ab 

400 mg/g (500 mg/cm³) 19,20 ± 2,95 b 37,70 ± 5,39 ac 

Fonte: Elaborado pelo autor 

*Valores de atividade enzimática e rendimento de imobilização seguidos de mesma letra, na 

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

Em relação aos valores de rendimento de imobilização, observa-se que, 

à medida que o carregamento enzimático aumenta, a porcentagem de 

rendimento de imobilização 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 não necessariamente aumentam o rendimento de imobilização, 

possivelmente porque todos os locais de ligação da enzima no suporte de 

geopolímero já tenham sido ocupados, tornando ineficaz o aumento adicional 

do carregamento enzimático. 
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Com base no exposto, definiu-se o carregamento enzimático para 

imobilização de glucoamilase em suportes de geopolímero em 200 mg/g, pois 

não houve diferença estatisticamente significativa entre os rendimentos de 

imobilização ao usar 200 e 300 mg/g, ambos resultando nos maiores valores de 

rendimento de imobilização observados. Além disso, embora o carregamento de 

400 mg/g tenha resultado na maior atividade enzimática observada, seria 

necessário o dobro de enzima para alcançá-la, o que não se justifica, visto que 

a diferença de atividades observadas não 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 geopolímero 

Após as etapas de funcionalização, ativação e imobilização, 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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Figura 9. Espectrometria em infravermelho do suporte de PLA (a), do 

suporte após a funcionalização, (b) do suporte funcionalizado e ativado, (c), do 

derivado de PLA (d) e da enzima solúvel (e). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

O espectro correspondente ao suporte de PLA não modificado (Figura 

9A) apresenta bandas em três comprimentos de onda de absorção 

característicos do material e que também podem ser observados após as 

etapas de funcionalização e imobilização. A molécula de PLA consiste em um 

polímero de ácido lático caracterizada pela presença de grupamentos álcool e 

ácido carboxílico. As bandas formadas em 1100 cm-1 e 1220 cm-1 

correspondem a estes grupos, respectivamente, enquanto a banda em 1780 

cm-1 corresponde ao éster formado a partir da ligação de moléculas de ácido 

lático entre si.  

A Figura 9B apresenta o espectro correspondente ao PLA 

funcionalizado. A banda observada em 1650 cm-1 corresponde à amida formada 

durante a reação de aminólise 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-1 (estiramento N-H) e uma banda fraca em torno de 1650 cm⁻¹ (estiramento 

C=N de ligações imina). 

O espectro da glucoamilase imobilizada (Figura 9D) mostrou uma 

intensificação da banda em 3300 cm⁻¹, atribuível ao aumento da presença de 

ligações N-H da cadeia peptídica da enzima. Além disso, as regiões amida I e 

II (1650-1550 cm⁻¹) apresentaram intensidades aumentadas, características da 

estrutura proteica da enzima imobilizada. 

Além disso, o pico observado em 1580 cm-1 indica a presença de 

grupamentos amina no suporte imobilizado, os quais podem ser referentes ao 

grupamento  N-terminal da enzima imobilizada.  

Em seu trabalho de imobilização 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 confirmação de que as mudanças 

observadas  nos suportes de PLA, evidenciadas através da análise dos 

espectros descritos anteriormente, são decorrentes das etapas de imobilização 

de glucoamilase em suportes de PLA. 

 A Figura 10 apresenta os espectros de FTIR referentes aos suportes de 

geopolímero (10A), suporte funcionalizado (10B), suporte ativado (10C) e o 

derivado obtido após a imobilização da glucoamilase (10D). 
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Figura 10. Espectrometria em infravermelho do suporte de geopolímero (a), do 

suporte após a funcionalização, (b) do suporte funcionalizado e ativado, (c), do 

derivado de geopolímero (d). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Os suportes de geopolímero apresentam picos de vibração característicos 

dos grupos Si-O em 976 cm-1 e 849 cm-1 (DOS SANTOS et al., 2021). Após a 

reação com APTES, observa-se a presença de uma banda em 1434 cm-1 que 

pode ser atribuída ao modo de deformação simétrica a CH3 e CN. Além disso, 

os grupos siloxanos Si-O (976cm-1 e 849 cm-1) tiveram seus picos alongados 

devido a presença de APTES na superfície do geopolímero. Os espectros 

apresentados nas Figuras 10C e 10D, correspondentes aos suportes de 

geopolímero ativado e imobilizado, respectivamente, e apresentam uma banda 
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em 3300 cm-1 correspondentes à presença de ligações imina, similares às 

observadas nos espectros obtidos para os suportes de PLA, evidenciando a 

formação das bases de Schiff . 

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

glucoamilase solúvel e imobilizada em suportes de PLA 

A influência do pH e da temperatura sobre as atividades da glucoamilase 

em sua forma solúvel 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 estão apresentados na Tabela 

9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 
 

 

Tabela 9. Matriz do planejamento experimental (DCCR) e resultados 

experimentais e previstos para a atividade de glucoamilase solúvel e imobilizada 

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

Ensaio  pH (X1) 

Temperatura 

(°C)  

(X2) 

Glucoamilase solúvel 

Ativ. Relativa (%) 

Glucoamilase 

Imobilizada 

Ativ. Relativa (%) 

Experimental 
Predito 

(Y1) 
Experimental 

Predito 

(Y2) 

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 27.1 16.6 29.7 

12 (0) 5.5 (+1.41) 78.3 10 2.5 17.7 12.8 

Fonte: Elaborado pelo autor 

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

* 12.000 U/mL, ** 10 U/g. 

 

  A análise estatística dos resultados obtidos revela que o pH exerceu 

efeito negativo (p < 0,05), em seus termos linear e quadrático, sobre a atividade 

de glucoamilase solúvel (Tabela 10) enquanto a temperatura exerceu efeito 
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também negativo na atividade de glucoamilase solúvel, porém apenas seu termo 

quadrático se mostrou estatisticamente significativo. Nesse sentido, é possível 

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 regressão dos efeitos do pH e da temperatura na 

atividade de glucoamilase solúvel 

Nome Efeito Erro Padrão t calculado 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 análise estatística dos resultados obtidos em relação 

as atividades da glucoamilase imobilizada em suportes de PLA revelou que 

ambas as variáveis exerceram efeitos negativos apenas em seus termos 

quadráticos na atividade dos derivados obtidos (Tabela 11). O fato de a influência 

das variáveis estudadas não terem sido estatisticamente significativas em seus 

termos lineares não significa, necessariamente, que estas não exercem 

influência na atividade dos derivados, mas sim que as mudanças observadas na 

variável resposta não foram significantes o suficiente para afetarem o modelo 
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matemático. 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 regressão dos efeitos do pH e da temperatura na 

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de PLA. 

Nome Efeito Erro padrão t calculado 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 alterações de temperatura podem influenciar a estrutura 

tridimensional das enzimas e, consequentemente, sua atividade catalítica. A 

ausência de efeito do termo linear da temperatura na atividade enzimática pode 

ser explicada pela tolerância da enzima, solúvel e imobilizada, à faixa de 

temperatura estudada. Além disso, esperava-se que a glucoamilase imobilizada 

não fosse significativamente afetada pela temperatura, dado que o objetivo da 

imobilização é proteger as enzimas contras temperaturas e evitar o 

desdobramento de sua estrutura terciária. (BENAMIA et al., 2017; REMONATTO 

et al., 2021; WU et al., 2012).  No entanto, a imobilização covalente em suportes 

ativados com glutaraldeído ocorre pela interação deste reagente a extremidade 

N-terminal das enzimas, o que resulta em possíveis mudanças na ionização da 
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cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos e na interação com os resíduos 

básicos da enzima, diminuindo a  flexibilidade conformacional e evitando a 

desnaturação pelo calor  (BADOEI-DALFARD et al., 2019; DOMINGUES et al., 

2022). 

O pH exerceu um impacto mais pronunciado na atividade da 

glucoamilase solúvel. No entanto, após a imobilização, seu termo linear deixou 

de exercer efeito estatisticamente significativo na variável resposta. Por 

conseguinte, o suporte provavelmente contribuiu para proteger a enzima dos 

efeitos advindos das alterações do pH.  

Os modelos matemáticos que descrevem as atividades relativas da 

glucoamilase solúvel (Y1) e imobilizada (Y2) em função do pH (X1) e da 

temperatura (X2) foram construídos utilizando-se os coeficientes de regressão e 

estão descritos nas Eqs 5 e 6, respectivamente:  

𝑌1 = 98.14 − 20.57𝑋1 − 29.95𝑋1
2 − 8.73𝑋2 − 41.90𝑋2

2 + 0.59𝑋1𝑋2  (Eq. 5) 

𝑌2 = 97.16 − 0.39𝑋1 − 40.39𝑋1
2 − 6.02𝑋2 − 38.17𝑋2

2 + 6.95𝑋1𝑋2  (Eq. 6) 

A construção dos modelos matemáticos foi realizada considerando-se os 

parâmetros estatisticamente significativos e não significativos, respeitando-se o 

princípio da hereditariedade de efeito forte, que propõe que todos os 

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

As análises de variância (ANOVA) foram realizadas para avaliar a 

adequação dos modelos ajustados (Tabelas 12 e 13). O modelo gerado para a 

atividade de glucoamilase solúvel (Eq. 5) apresentou valor R² igual a 0,92, 

indicando que 92% da variância da atividade enzimática 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 R² igual a 0,96, 

explicando 96% da variação da atividade enzimática. Além disso, os valores de 

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

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

de maneira eficaz a atividade de glucoamilase solúvel e imobilizada em função 

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

possível notar uma forte correlação entre os valores experimentais e os valores 

previstos pelos modelos.   

Tabela 12. Análise de variância (ANOVA) para os efeitos pH e temperatura na 

atividade de glucoamilase solúvel. 

Nome SS df MS F p 

pH (x1) (L) 3372.59 1 3372.59 13.52759 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. Análise de variância (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 gráficos de superfície de 

resposta para identificação das faixas ótimas de pH e temperatura de atividade. 

A Figura 11 apresenta os gráficos de superfície de resposta para a atividade de 

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

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

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

para a imobilizada. Além disso, as superfícies 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 

quadráticos das variáveis estudadas.  
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Figura 11. Superfícies de resposta obtidas para os efeitos do pH e temperatura 

sobre a atividade da glucoamilase solúvel (A) e dos derivados obtidos a partir  

imobilização de glucoamilase em suportes de PLA (B). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10. 

Os modelos foram ainda utilizados para prever os valores ótimos de pH 

e temperatura utilizando-se a função de desejabilidade do software Statistica 10. 

(Figura 12). A análise revelou que o pH 4,92 e temperatura 50 °C são as 

condições ideais para se obter a maior atividade de glucoamilase solúvel (Figura 

12A). Em relação a glucoamilase imobilizada em suportes de PLA (Figura 12B), 

as condições ótimas são pH 5,5 e 50 °C. As condições ideais foram utilizadas 

para realizar a validação das informações obtidas e o modelo previu uma 

atividade máxima de 12.189 U/mL para a glucoamilase solúvel 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 

variáveis pH e temperatura no delineamento de composto central rotacional 

(DCCR), para a máxima atividade de glucoamilase solúvel(A) e derivados 

obtidos a partir da imobilização de glucoamilase em suportes de PLA (B). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10. 

De maneira similar, a influência do pH e da temperatura sobre a atividade 

da glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero 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 estão apresentados na Tabela 

14.  
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Tabela 14. Matriz do planejamento experimental (DCCR) e resultados 

experimentais e previstos para a atividade de glucoamilase imobilizada em 

suportes de geopolímero. 

Ensaio  pH (X1) 
Temperatura (°C)  

(X2) 

Ativ. Relativa (%) 

Experimental 
Predito 

(Y3)  

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 relação ao maior valor obtido. 

* 7,92 U/g 

 

   A análise estatística dos resultados obtidos revela que, assim como 

para a glucoamilase solúvel, o pH exerceu efeito negativo (p < 0,05), em seus 

termos linear e quadrático, sobre a atividade de glucoamilase imobilizada em 

suportes de geopolímero (Tabela 15) enquanto a temperatura exerceu efeito 

também negativo na atividade de glucoamilase solúvel, porém apenas seu termo 
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quadrático se mostrou estatisticamente significativo. Além disso, no caso da 

imobilização de glucoamilase em suportes de geopolímero, a interação entre as 

variáveis pH e temperatura também exerceram efeito negativo significativo sobre 

a atividade enzimática, o que não havia sido observado nem para a enzima em 

sua forma solúvel e nem para a enzima imobilizada em suportes de PLA. Desta 

maneira, observa-se que valores mais baixos de pH resultam em melhores 

atividades enzimáticas 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 solúvel.  

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

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero. 

Nome Efeito Erro padrão t calculado 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 ausência de efeito do termo linear da temperatura sobre a atividade enzimática 

dos derivados de geopolímero, o que pode ser explicada tanto pela tolerância da 

enzima imobilizada à faixa de temperatura estudada assim como pelas possíveis 

mudanças na ionização da cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos e na 

interação com os resíduos básicos da enzima, conforme discutido anteriormente. 

O modelo matemático que descreve a atividade relativa da glucoamilase 

imobilizada em suportes de geopolímero (Y3) em função do pH (X1) e da 

temperatura (X2) foi construído utilizando-se os coeficientes de regressão e está 

descrito na Eq 7.  

𝑌3 = 98.33 − 20,25𝑋1 − 23,24𝑋1
2 − 0,81𝑋2 − 24,99𝑋2

2 + 14,01𝑋1𝑋2  (Eq. 7) 

A construção do modelo matemático foi realizada considerando-se os 

parâmetros estatisticamente significativos e não significativos, respeitando-se o 

princípio da hereditariedade de efeito forte,  

A adequação do modelo ajustado foi avaliada por meio de ANOVA 

(Tabela 16) . O modelo para atividade de glucoamilase imobilizada em suportes 

de geopolímero (Eq. 7) apresentou valor R² igual a 0,95,  e o valor de F foi de 

22,56, superior ao valor F-crítico (4,39). Esses resultados indicam, portanto, que 

o modelo obtido descreve de maneira eficaz a atividade de glucoamilase 

imobilizada em suportes de geopolímero em função do pH e da temperatura. 

Além disso, conforme apresentado pela Tabela 14, é possível notar uma forte 

correlação entre os valores experimentais e os valores previstos pelos modelos.   
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Tabela 16. Análise de variância (ANOVA) para os efeitos pH e temperatura na 

atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero 

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 geração dos gráficos de superfície de 

resposta para identificação das  faixas ótimas de pH e temperatura de atividade. 

A Figura 13 apresenta o gráfico de superfície de resposta para a atividade de 

glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero. Observou-se que os 

valores de pH e temperatura mais próximos dos pontos centrais proporcionam 

os valores de atividade mais elevados, similar ao observado tanto para a 

glucoamilase solúvel como para a imobilizada em suportes de PLA. Além disso, 

as superfícies de resposta também confirmaram que os valores extremos de pH 

e temperatura tiveram efeito negativo nas atividades, corroborando o efeito 

negativos dos termos quadráticos das variáveis estudadas, assim como o 

observado para a enzima em sua forma solúvel e imobilizada em suportes de 

PLA.  



96 
 

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

sobre a atividade da glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10. 

 

A função de desejabilidade do software Statistica 10 foi utilizada para  

prever os valores ótimos de pH e temperatura, a partir do modelo obtido. Os 

resultados são apresentados na Figura 14. A análise revelou que o pH 4,92 e 

temperatura 55 °C são as condições ideais para se obter a maior atividade de 

glucoamilase imobilizada em suportes de geopolímero. As condições ideais 

foram utilizadas para realizar a validação das informações obtidas e o modelo 

previu uma atividade máxima de 8 U/g para os derivados de geopolímero. 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 

variáveis pH e temperatura no delineamento de composto central rotacional 

(DCCR), para a máxima atividade de glucoamilase imobilizada em suportes de 

geopolímero 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10. 

 

As glucoamilases são principalmente utilizadas em reações de 

sacarificação do amido, um processo que ocorre tipicamente entre 50 e 60 °C e 

pH entre 4 e 5. A glicose resultante pode então ser aplicada para produção de 

bebidas, alimentos e até mesmo etanol, através da atividade de leveduras 

fermentativas (ZHU et al., 2019). Nesse sentido, a imobilização de glucoamilase 
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em suportes de PLA e em suportes de geopolímero demonstra potencial para 

aplicações industriais visto que os derivados obtidos apresentam valores de 

temperatura e pH ótimos de atividade dentro da faixa em que a enzima solúvel 

costuma ser usada industrialmente.  

A literatura atual carece de trabalhos que relatem uso o de PLA e 

geopolímero como suporte para imobilização de glucoamilase, porém, as 

condições ideais de pH e temperatura para atividade de glucoamilase solúvel e 

imobilizada nos dois diferentes suportes (PLA e geopolímero) estão de acordo 

com as relatadas para glucoamilase fúngicas e outros tipos de suportes 

utilizados para imobilização (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 imobilização covalente de glucoamilase em suportes de carbono 

ativado não alterou os valores ótimos de pH e temperatura de atividade, em 

relação a enzima solúvel (pH 5,5 e 55-60°C) (ASLAN, Y. et al., 2020). 

Similarmente, Hassan e colaboradores (2019) também não observaram 

alterações quanto ao pH e temperatura ótimos (pH 5, 60 °C) após a imobilização 

covalente usando kappa carragenana (HASSAN et al., 2019). Da Costa Luchiari 

e colaboradores (2021) reportam valores ótimos de temperatura e pH de 50 °C 

e pH 5 para a enzima em sua forma livre, após a imobilização covalente em pó 

de sabugo de milho o derivado apresentou aumento de 10 °C no valor de 

temperatura ótima, sem alterações para o valor de pH ótimo (DA COSTA 

LUCHIARI et al., 2021). Syed e colaboradores (2016) imobilizaram 

covalentemente glucoamilase de Neurospora sitophila em nanopartículas de 

prata revestidas com fitoquímicos. Não foi observada diferença entre os valores 
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de pH e temperatura ótimos (pH 5 e 45 °C) após a imobilização (SYED et al., 

2016). 

 

5.5. Estabilidade pH e temperatura  

A estabilidade de uma enzima frente a temperatura e ao pH é um 

parâmetro que deve ser avaliado durante sua caracterização, uma vez que estes 

dados são importantes para se determinar condições de armazenamento e 

estocagem. 

 

5.5.1. Estabilidade frente a temperatura da glucoamilase solúvel e dos  

derivados de PLA e geopolímero 

A Tabela 17 apresenta as constantes de desativação térmica (Kd) e o 

tempo de meia vida (t1/2) para a enzima em sua forma solúvel e imobilizada 

nos suportes de PLA e geopolímero sob as respectivas temperaturas ótimas 

de atividade. 

Em sua forma solúvel, a glucoamilase comercial apresentou boa 

resistência à desnaturação 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 resistência 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. Após duas horas incubada sob temperatura de 60 °C, 

apenas 40% da atividade inicial é mantida. Porém, após ser incubada sob 70 °C 
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e 80 °C, a atividade enzimática é praticamente zerada (DA COSTA LUCHIARI et 

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

Por outro lado, os derivados de PLA e geopolímero apresentaram menor 

estabilidade térmica quando comparados à enzima sua forma solúvel, com 

meias-vida de 0,51 e 0,40 h, respectivamente, com consequente elevação dos 

valores de suas constantes de desativação térmica (1,36 e 1,77 h-1). 

Vaidya e colaboradores imobilizaram glucoamilase comercial em 

suportes de estrutura metálica orgânica biológica (bio-MOF) e relatam que a 

imobilização proporcionou o aumeto da termoestabilidade da enzima sob três 

diferetens temperaturas: 55, 65 e 75 °C com alteração nos tempos de meia vida 

de 35 para 77 minutos (55 °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 após a imobilização (DA COSTA LUCHIARI 

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

 

 

Tabela 17. Constantes de desativação térmica (Kd) e tempo de meia vida (t1/2) 

da enzima solúvel e imobilizada em suportes de PLA e geopolímero. 

pH 
Temperature 

(°C) 

 Soluble 

glucoamylase 

 
PLA derivative 

 

 Kd (h-1) t1/2 (h)  Kd (h-1) t1/2 (h)  

 50  0.15 4.62  1.36 0.51  

5.5   0.07 10.66  0.11 6.59  

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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A estabilidade da enzima comercial frente ao pH em sua forma solúvel 

(pH 5 e 5,5), imobilizada em suportes de PLA (pH 5,5) e imobilizada em suportes 

de geopolímero (pH 5) foi avaliada e as constantes de desativação enzimática 

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

A enzima em sua forma solúvel apresentou boa resistência à 

desnaturação por ação do pH, com meias-vida de 32,85 e 10,66 h, 

respectivamente.  

Porém, de maneira similar ao observado nos experimentos de 

termoestabilidade, a imobilização das glucoamilases em suportes de PLA não 

proporcionou uma melhora na estabilidade ao pH estudado, embora a 

interferência nos valores de Kd e t1/2 tenha sido menor em relação ao que foi 

observado para os valores de termoestabilidade. O tempo de meia vida da 

enzima solúvel, em pH 5,5, foi 1,6 vezes maior que o observado nos derivados 

de PLA.  

Por outro lado, a imobilização de glucoamilases em suportes de 

geopolímero contribuiu para que a estabilidade em pH 5, seu pH ótimo 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 desativação enzimática pelo efeito do pH ótimo de 

atividade (Kd) e tempo de meia vida (t1/2) da enzima solúvel e imobilizada em 

suportes de PLA e geopolímero. 

pH 
 Enzima Solúvel  Derivado PLA  Derivado Geopolímero 

 Kd (h-1) t1/2 (h)  Kd (h-1) t1/2 (h)  Kd (h-1) t1/2 (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 imobilização tenha como principal objetivo 

possibilitar o reuso de enzimas, este pode proporcionar melhoras na estabilidade 

do biocatalisador frente alterações de temperatura e/ou de pH. Não foi possível, 

porém, observar este princípio no presente trabalho com relação a estabilidade 

à temperatura (para ambos os derivados) e com relação a estabilidade ao pH 

(para os derivados de PLA). O processo de imobilização pode causar alterações 

tanto à estrutura quanto ao sítio ativo da enzima, o que pode ser observado 

através da melhora dos seus valores de atividade e/ou estabilidade como 

também por meio da inativação da enzima (GUISAN et al., 2020). Acredita-se, 

portanto, que o processo de imobilização desenvolvido no presente trabalho 

possa ter afetado a estrutura e/ou o sítio ativo da enzima, contribuindo  para uma 

menor estabilidade térmica, se comparado com a enzima solúvel, sob as 

condições estudadas.  
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As glucoamilases apresentam em sua estrutura sítios de glicosilação os 

quais desempenham um papel crucial em sua estabilidade conformacional 

(ROTH et al., 2018). Os resíduos de carboidratos encontrados na estrutura das 

glucoamilases são necessários para a manutenção de sua conformação 

tridimensional e atuam como uma barreira protetora, impedindo a exposição de 

regiões hidrofóbicas da cadeia polipeptídica ao solvente (VIHINEN; MANTSALA, 

1989). Além disso, os oligossacarídeos podem formar interações de hidrogênio 

com a cadeia principal e os resíduos de aminoácido da proteína, contribuindo 

para a estabilização de sua estrutura terciária (SAHA; ZEIKUS, 1989). No 

entanto, acredita-se que as condições alcalinas empregadas durante do 

processo de imobilização empregado possam ter contribuído para a indução de 

alterações conformacionais e a formação de um microambiente capazes de 

comprometerem a integridade destes oligossacarídeos, alterando-se os padrões 

de glicosilação da enzima. Consequentemente, a perda destes grupos expõe as 

regiões hidrofóbicas da proteína, promovendo interações intermoleculares 

indesejáveis, resultando na diminuição significativa da estabilidade enzimática 

observada (SAHA; ZEIKUS, 1989). 

A estabilidade enzimática constitui um dos pilares para a  viabilidade 

econômica e aplicabilidade industrial de biocatalisadores. A perda gradual da 

atividade enzimática ao longo do tempo, decorrente de fatores intrínsecos e 

extrínsecos, pode comprometer significativamente o desempenho e a eficiência 

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 ligação de substâncias 
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químicas ou grupos reacionais à enzima, como a PEGilação (BAIG et al., 2015; 

DÍAZ-RODRIGUEZ; DAVIS, 2011).  

A PEGilação, processo no qual ocorre a conjugação covalente de 

moléculas de polietilenoglicol (PEG), um polímero hidrofílico, à superfície 

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 formação de 

uma camada de PEG na superfície da enzima ajudaria a manter um 

microambiente aquoso ao redor da enzima, protegendo-a da desidratação. Além 

disso a utilização de PEG poderia contribuir para a redução de interações 

hidrofóbicas entre as moléculas de enzima e atuar como uma barreira física, 

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 imobilização de enzimas é possibilitar o seu 

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

econômico (BASSO; SERBAN, 2019). Nesse sentido, é importante avaliar a 

estabilidade operacional dos derivados obtidos, a fim de se verificar por quantos 

ciclos de reação estes são capazes de manter suas atividades catalíticas.  

Portanto, os derivados de PLA tiveram sua estabilidade operacional 

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

ótimos de reação (50 °C e 5,5, respectivamente), conforme apresenta a Figura 

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

imobilização covalente de glucoamilase em suportes de PLA. *100%: 9,18 U/g. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

Os derivados foram utilizados por 10 ciclos sucessivos de reação e ao 

final do 3° ciclo observa-se uma queda para 65,19% em relação a atividade inicial 

e, ao final do 4º ciclo, uma queda para 42,56%. A partir do 7° ciclo de reação, as 

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

Os derivados de geopolímeros 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 

imobilização covalente de glucoamilase em suportes de geopolímero *100%: 

7,22 U/g. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Os derivados de geopolímero foram utilizados 10 ciclos de reação 

sucessivos. Observa-se que ao final do 2° ciclo de reação houve uma queda de 

quase 50% na atividade  residual, seguida de uma segunda queda, ao final do 

3° ciclo  (15,6% em relação a atividade inicial). A partir do 4° ciclo de reação, as 

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

Amirbandeh e colaboradores realizaram a imobilização covalente de 

glucoamilase      em suportes de quitosana funcionalizada revestida com 

nanopartículas  superparamagnéticas. Os autores avaliaram a atividade residual 

dos derivados sob  diferentes valores de pH e temperatura durante os ensaios 

de reuso. Dentre as condições  estudadas, os autores destacam o pH 4,5 e 

100

50.16

15.6

8.86 7.74 6.54 5.41 5.3 4.97 4.89

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0

20

40

60

80

100

A
ti
v
id

a
d
e

 R
e
s
id

u
a
l 
(%

)

Número de ciclos



107 
 

a temperatura de 60 °C, com atividades residuais de 68% e 69%, 

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

Os derivados obtidos a partir da imobilização de glucoamilase de 

Neurospora sitophila em nanopartículas verdes também foram avaliados quanto 

a capacidade de reuso. Os autores relatam a utilização dos derivados por 10 

ciclos sob pH 5 e 45 °C, com atividades residuais variando de 88,3% a 70% entre 

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

Conforme descrito na literatura, é comum observar queda na atividade 

enzimática residual do derivado à medida que se aumentam os números de 

reciclo do mesmo. A queda de atividade residual observada no presente trabalho, 

assim como nos demais trabalhos envolvendo a imobilização de glucoamilase 

ou outras enzimas, pode ser explicada por alguns fatores como a exposição 

recorrente da enzima ao substrato, o que pode ter contribuído para o surgimento 

de alguma distorção no sítio ativo da enzima com consequente perda de 

atividade. Além disso, existe a possiblidade do possível enfraquecimento da 

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

A imobilização de glucoamilase em PLA e geopolímero, embora 

inovadora e promissora, resultou em uma queda significativa na atividade 

enzimática após os primeiros ciclos de reuso.  Acredita-se que a utilização do pH 

10 para a imobilização, visando a formação de ligações covalentes 

multipontuais, embora tenha contribuído para os maiores valores de rendimento 

de imobilização (item 5.1), tenha tornado a enzima inativa através de 

modificações causadas em sua estrutura tridimensional, conforme discutido no 

item 5.5. Nesse sentido, adequações das condições de imobilização, podem 
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ajudar a minimizar esses efeitos e contribuir para aumentar a estabilidade 

operacional da enzima imobilizada.   

5.7.  Hidrólise enzimática do amido utilizando glucoamilase 

imobilizada em suportes de PLA 

Os derivados obtidos a partir da imobilização de glucoamilase em 

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

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

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

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

de comparação.  

Figura 17. Hidrólise enzimática do amido e conversão em glicose por meio da 

ação de glucoamilase solúvel e imobilizada em suportes de PLA 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Após 6 horas de reação, a glucoamilase solúvel converteu 62,05% do 

amido em glicose, atingindo o máximo de conversão (88,56%) ao final de 12 

horas de reação.  

Por outro lado, os derivados obtidos a partir da imobilização de 

glucoamilase em suportes impressos de PLA foram responsáveis pela conversão 

de mais de 90% do amido em glicose, durante as 6 primeiras horas de reação, 

além de terem sido reutilizados por 4 ciclos de reação de hidrólise. Durante o 

primeiro ciclo de reuso, a glucoamilase imobilizada foi responsável por converter 

68,37% do amido em glicose, ao final das 6 primeiras horas de reação, 

superando a conversão observada pela glucoamilase solúvel no mesmo período. 

Após o período de 6 horas, as taxas de conversão se mantiveram relativamente 

constantes até o final das 48 horas de reação, com conversões entre 74,11% e 

77,06%.  

Além disso, foi atingido 35% de conversão de amido em glicose ao final 

das 48 horas de reação do segundo ciclo de reuso, seguidos de 20% e 14% ao 

final do terceiro e quartos ciclos de reutilização, respectivamente.  

Os derivados obtidos a partir da imobilização de glucoamilase em 

suportes impressos de geopolímero foram aplicados na hidrólise do amido em 

reatores de tanque agitado operados em regime de batelada. A Figura 18 

apresenta os dados de conversão de amido em glicose ao longo de 48 horas de 

hidrólise enzimática utilizando-se a glucoamilase solúvel para fins de 

comparação.  
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Figura 18. Hidrólise enzimática do amido e conversão em glicose por meio da 

ação de glucoamilase solúvel e imobilizada em suportes de geopolímero 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

A conversão de amido em glicose pela ação da glucoamilase solúvel foi 

maior (85,7% - 6h; 86,9% - 12h; 90,5% - 24h) do que a conversão observada 

pela ação da glucoamilase imobilizada em geopolímero ao longo das primeiras 

24 horas de hidrólise (69,8% - 6h; 74,3% - 12h; 91,5% - 24h). Após este período 

as taxas de conversão praticamente se igualaram, com 90,5 % de conversão 

pela glucoamilase solúvel e 91,5 % para a imobilizada. Ao final das 48 horas, a 

glucoamilase imobilizada superou a enzima solúvel, atingindo 99,1% de 

conversão de amido em glicose enquanto a glucoamilase solúvel converteu 

95,7%. 
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Assim como os derivados de PLA, foi possível reutilizar os derivados de 

geopolímero por mais de uma reação de hidrólise em reator de tanque agitado. 

Observou-se também, uma queda gradual na conversão de amido em glicose a 

medida que o número de reusos aumentava. Durante o primeiro reuso, a 

conversão de amido em glicose variou de 6,96% até 38,1%, seguido da 

conversão máxima 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 hidrólise do 

amido sob condições semelhantes às descritas no presente trabalho e 

observaram que, após 12 horas de reação, a glucoamilase solúvel converteu 

75% do amido em glicose, resultado semelhante e comparável aos obtidos no 

presente estudo. Além disso, o estudo citado mostrou que 240 U/g de 

glucoamilase imobilizada em pó de sabugo de milho foi necessário para atingir 

o mesmo nível de conversão que a enzima em sua forma solúvel (DA COSTA 

LUCHIARI et al., 2021). É importante destacar  que a glucoamilase imobilizada 

em suportes impressos de PLA (presente trabalho) não apenas excedeu as taxas 

de conversão da glucoamilase solúvel, como também alcançou tais resultados 

com uma carga total de 133,33 U/g. Adicionalmente, foi demonstrado que a 

imobilização em suportes de PLA possibilitou, em comparação com a enzima 

solúvel, uma conversão mais elevada de amido em glicose dentro de um período 

de tempo mais curto, além de ter sido reutilizada por mais de um ciclo, mantendo 

a conversão de amido em glicose similar ao obtido pela sua forma solúvel, por 

ao menos um reuso. 
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Frota e colaboradores (2020) relatam a aplicação de α-amilase e 

glucoamilase co-imobilizadas em alginato como suporte e utilizando-se 

glutaraldeído como agente de reticulação. Em seu estudo, os autores 

observaram um declínio gradual na conversão do amido em glicose para  ambas 

as estratégias utilizadas, um fenômeno que é consistente com as observações 

apresentadas no presente trabalho e em outros trabalhos envolvendo a 

imobilização de amilases (AKHOND et al., 2016; FROTA et al., 2020; PEREIRA 

et al., 2017; YAZGAN et al., 2017). 

Os estudos de hidrólise enzimática conduzidos em reator de tanque 

agitado forneceram dados importantes e ideias para etapas subsequentes, 

particularmente no que diz respeito à utilização de glucoamilase imobilizada em 

suportes de PLA e de geopolímero em sistemas de reatores operados de forma 

contínua. Conforme apresentado na Figura 17, a glucoamilase imobilizada em 

suporte de PLA atingiu uma taxa de conversão máxima de pouco mais de 90% 

após 6 horas do primeiro ciclo, enquanto que a glucoamilase imobilizada em 

geopolímero atingiu conversão semelhante ao final de 24h (Figura 18). 

Considerando-se as conversões observadas, os derivados obtidos no presente 

trabalho possuem potencial para a aplicação industrial na hidrólise do amido. Em 

reatores contínuos, a utilização desses derivados, combinada com um aumento 

da carga enzimática, conforme proposto por  Basso e Serban (BASSO; 

SERBAN, 2019), pode otimizar a produção de glicose, permitindo alcançar taxas 

de conversão mais elevadas em um tempo de reação reduzido. Dessa forma, 

seria possivel obter rendimentos de glicose próximos a 100% tanto no início do 

processo quanto em ciclos operacionais subsequentes.  
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A imobilização da glucoamilase A7095, uma enzima de alto custo e valor 

agregado, em PLA e geopolímero, embora tenha apresentado quedas relevantes 

nas conversões de amido em glicose ao longo dos ciclos de reuso, demonstrou 

a viabilidade de sua reutilização quando aplicada à hidrólise do amido. Apesar 

dos resultados das quedas nas taxas de conversão observadas ao longo dos 

reusos, a possibilidade de utilizar a enzima imobilizada por mais de um ciclo de 

hidrólise representa um avanço significativo, considerando o custo associado à 

sua aquisição. A otimização das condições de imobilização, podem contribuir 

para melhorar a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada, tornando o 

processo mais eficiente e economicamente viável. Futuras pesquisas nesse 

sentido são cruciais para explorar todo o potencial desses suportes promissores 

e inovadores na imobilização de glucoamilases.  
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6. Conclusões 
 

O presente trabalho explorou a aplicação da impressão 3D na fabricação 

de suportes de PLA e suportes de geopolímero para a imobilização da 

glucoamilase de Aspergillus niger A7095, demonstrando a versatilidade da 

impressão 3D na criação de suportes personalizados para a imobilização de 

enzimas, abrindo novas possibilidades para otimização de processos 

biocatalíticos. 

  Os resultados obtidos indicam a possibilidade de reutilização da enzima, 

destacando-se a melhora da estabilidade frente ao pH ótimo de atividade 

observado pela imobilização em suportes de geopolímero e o melhor 

desempenho na hidrólise do amido obtido pelos derivados de PLA. 

Nesse sentido, embora pesquisas futuras sejam necessárias para 

explorar as condições de imobilização e modificação dos suportes e da enzima, 

visando uma melhora da estabilidade dos derivados obtidos, o presente trabalho 

contribuiu não apenas para o avanço da ciência de imobilização enzimática, ao 

propor o uso de impressão 3D no design de novos suportes para imobilização 

de glucoamilases, mas também oferece soluções práticas para aumentar a 

eficiência e a sustentabilidade dos processos enzimáticos. 
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