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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

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

inovadores utilizando-se a tecnologia de manufatura aditiva.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

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

using additive manufacturing technology.
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RESUMO

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

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



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

sustentabilidade e eficiéncia dos processos enzimaticos industriais.

Palavras chave: amilases, enzimas imobilizadas; manufatura aditiva;

planejamento experimental; hidrdlise



ABSTRACT

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

sustainability and efficiency of industrial enzymatic processes.



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e relevancia do presente trabalho.
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6. Conclusoes

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

biocataliticos.

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

desempenho na hidrélise do amido obtido pelos derivados de PLA.

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

eficiéncia e a sustentabilidade dos processos enzimaticos.
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