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1 INTRODUCAO

As amilases sdo enzimas de grande importancia industrial, responsaveis pela
degradacdo do amido em aclicares menores, como maltose e glicose. Elas sdo produzidas por
diversas fontes, incluindo microrganismos, como Aspergillus ¢ Bacillus, plantas e animais,
sendo amplamente utilizadas nas industrias de alimentos, bebidas, detergentes, papel e celulose,
além de desempenharem papel crucial na producdo de biocombustiveis. A relevancia
econdmica das amilases ¢ notavel, uma vez que permitem processos mais eficientes e a
conversao de biomassa em produtos de alto valor agregado. Além disso, sua utilizagdo contribui
para a redugdo do consumo energético e de produtos quimicos em processos industriais,
trazendo beneficios ambientais significativos (HUSSAIN et al., 2017).

No entanto, a aplicacao das amilases na forma livre apresenta limitagdes importantes.
Sua atividade pode ser significativamente afetada por variagdes de pH, temperatura e presenca
de inibidores, comuns em processos industriais. Além disso, a enzima livre sofre perda gradual
de funcionalidade ao longo do tempo, tornando-se instavel durante processos prolongados, € a
recuperagdo para a reutilizacdo ¢ complicada, o que encarece e dificulta a viabilidade
econdmica do processo (HUSSAIN et al., 2017).

Uma estratégia eficiente para contornar essas limitagdes € a imobilizacdo enzimatica,
que consiste em aprisionar a enzima em uma matriz insoltivel. Esse aprisionamento protege a
enzima, aumenta sua estabilidade frente a variacdes ambientais, facilita a recuperacdo e
possibilita multiplos usos sem perda significativa de atividade. Diversos métodos de
imobilizagcdo podem ser aplicados, incluindo adsorcdo, ligagdo covalente e encapsulamento,
sendo o alginato de s6dio um dos materiais mais utilizados para esse fim. Ele se destaca por ser
de baixo custo, abundante, biocompativel, ndo téxico e de facil manipulacao (ZARUBIN et al.,
2015).

O alginato ¢ um polissacarideo natural extraido de algas marrons formado por unidades
de p-D-manurdnico e acido a-L-gulurénico, unidas por ligagdes 1-4 glicosidicas. Em contato
com ions célcio forma uma rede tridimensional estavel, na qual os ions Ca** interagem com as
cadeias de acido gulurdnico, conferindo rigidez mecanica e resisténcia a matriz. Essa estrutura
permite a entrada de substratos e a saida de produtos, enquanto mantém a enzima protegida e
funcional por periodos mais longos (MULLER, SANTOS, BRIGIDO, 2011). Além disso,
propriedades como viscosidade, porosidade e densidade da matriz influenciam diretamente a
difusdo de moléculas e a eficiéncia catalitica, sendo fatores importantes a serem controlados.

Para aumentar o controle sobre a geometria e as propriedades da matriz de alginato, este
trabalho propde a utilizacdo da impressdo 3D, uma tecnologia que permite criar estruturas
tridimensionais com precisdo, variando pardmetros como didmetro de bicos, numero de
camadas e distribuicdo de poros. Essa abordagem possibilita ajustar a difusdo de substratos, a
estabilidade mecéanica e a acessibilidade da enzima dentro da matriz, permitindo o
desenvolvimento de biocatalisadores mais eficientes, customizaveis e potencialmente
sustentaveis (SHAO; LIAO; GAO, 2022).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da imobilizacao da
amilase microbiana produzida por Aspergillus sp. C333 em matrizes de alginato de sddio
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produzidas por impressao 3D, investigando como diferentes configuracdes estruturais podem
interferir na atividade enzimatica.

2 METODOLOGIA

2.1 Preparacio do gel de alginato de sodio

O gel de alginato de sodio foi preparado de acordo com Bickerstaff (1997). Inicialmente,
dissolveram-se 0,4 g de alginato de s6dio em 10 mL do extrato bruto rico em amilases. A
mistura foi cuidadosamente agitada, garantindo a distribuicao uniforme da enzima em toda a
matriz polimérica. Paralelamente, preparou-se uma solugdo aquosa de cloreto de calcio a 4%
(m/v), que atuara como agente de reticulagdo do gel.

2.2 Impressao 3D das amilases em matriz polimérica de alginato

A solugdo de alginato de sddio contendo a enzima foi transferida para uma seringa
plastica de 10 mL, acoplada a impressora 3D. A impressao foi realizada com geometria circular,
utilizando trés bicos plasticos com ponteira metalica, diferenciados por cores e diametros, sendo
esses: cor laranja com didmetro interno 0,34 mm e externo 0,64 mm; cor azul com didmetro
interno 0,42 mm e externo 0,72 mm e cor roxo com didmetro interno 0,52 mm e externo 0,82
mm (Figura 1).

Figura 1- Imagem dos bicos de extrusdao da impressora 3D.
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Fonte: Autoria propria, 2025.

Cada bico foi impresso trés vezes em diferentes condi¢des de camadas: 5, 10 e 20. O
software Bioscaffolds foi utilizado para definir os parametros de impressao e gerar o codigo G-
code, posteriormente executado via Repetier conectado a impressora 3D. Apos a impressao, as
amostras foram cuidadosamente transferidas para um recipiente € mergulhadas em solugdo de
CaCl: por 30 minutos.

2.3 Dosagem da atividade amilolitica pelo método sacarificante

Pararealizar a dosagem das amilases imobilizadas impressas, os derivados imobilizados
foram lavados com agua destilada, escorridos e transferidos para um béquer contendo 5 mL do
substrato amido 1% (m/v) em tampao citrato de s6dio 100 mM pH 4,8 e levados em banho-
maria a 50 °C, durante 10 minutos.

Decorrido o tempo de incubagao, aliquotas de 50 pL foram retirados e transferidos para
tubos de ensaio contendo o mesmo volume do acido 3’,5’-dinitrosalicilico (DNS), que foram
entdo fervidos por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados, e acrescentado 500 uL de
agua destilada e homogeneizados. O branco da reagdo consistiu na retirada da aliquota de 50
pL no tempo zero, ou seja, antes da inser¢do em banho-maria, representando a nao hidrdlise
das amilases imobilizadas.
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A leitura das absorbancias foi realizada a 540 nm em leitor de microplacas Loccus LMR-
96. A concentragdo de agucares redutores foi determinada pela curva padrao de glicose (0-0,05
mg/mL), com R?>0,98. A atividade enzimética foi expressa em U conforme a equagdo a seguir:

. . . e y —_— 1
Atividade Amilolitica (U) = ABS (nm). t(min) " f (nm/umol)

Sendo ABS a absorbancia, t o tempo de reacdo (min.), f o fator de conversdao do DNS
(nm/pmol). Uma unidade (U) correspondeu a liberacdo de 1 pmol de aglicares redutores por
minuto nas condigdes descritas de reacao.

3 Resultados e Discussao

3.1 Imobilizacio das amilases utilizando distintos bicos de extrusao

O bico laranja apresenta didmetro interno de 0,34 mm e externo de 0,64 mm. Esse
tamanho define o volume de gel depositado em cada camada, podendo influenciar a firmeza da
estrutura e a uniformidade da reagdo enzimatica. Ao observar a Figura 2, pode-se verificar o
formato dos derivamos imobilizados impressos pelo bico laranja em 5, 10 e 20 camadas,
respectivamente, apds a impressdo. Enquanto que a Figura 2 apresentou as mesmas amostras
apos 30 minutos de contato com o cloreto de célcio.

Figura 2. Imagem representativa dos derivados imobilizados impressos em impressora 3D
utilizando bico de extrusdo de cor laranja. (A) 5 camadas, (B) 10 camadas e (C) 20 camadas.
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Fonte: Autoria propria, 2025

Figura 3. Imagem representativa dos derivados imobilizados impressos em impressora 3D
utilizando bico de extrusdo de cor laranja apos a inser¢do em solugdo de cloreto de célcio. (A)
5 camadas, (B) 10 camadas e (C) 20 camadas.

O a% =N

Fonte: Autoria propria, 2025
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A partir dos resultados obtidos, observou-se que as camadas de 5 e 10 praticamente nao
sofreram deformacdes apds a inser¢cao das mesmas nas solugdes de cloreto de calcio, mantendo
a forma original, enquanto que o derivado imobilizado impresso com 20 camadas apresentaram
retragdes significativas (Figura 3).

Ao analisar a atividade dos derivados imobilizados apds impressdo e inser¢ao em
solugdo de cloreto de célcio, verificou que o derivado com 5 camadas obteve uma atividade de
0,076 U, 10 camadas com 0,039 U e com 20 camadas com 0,129 U. O bico laranja apresentou
um comportamento bastante heterogéneo entre os derivados impressos.

Ao analisar a impressao em bico azul com didmetro interno de 0,42 mm e externo de
0,72 mm. O maior volume de gel depositado neste bico tendeu a aumentar a rigidez da estrutura,
mas também pode tornar a superficie mais suscetivel a deformagdes em camadas mais espessas.

A Figura 4 apresentou os derivados imobilizados impressos com o bico azul em 5, 10 e
20 camadas, logo ap6s a impressdo. Enquanto que a Figura 5 apresentou as mesmas amostras
apods 30 minutos de contato com o cloreto de célcio.

Figura 4. Imagem representativa dos derivados imobilizados impressos em impressora 3D
utilizando bico de extrusao de cor azul. (A) 5 camadas, (B) 10 camadas e (C) 20 camadas.

Fonte: Autoria propria, 2025

Figura 5. Imagem representativa dos derivados imobilizados impressos em impressora 3D
utilizando bico de extrusdo de cor laranja apds a insercao em solucdo de cloreto de célcio. (A)
5 camadas, (B) 10 camadas e (C) 20 camadas.

Fonte: Autoria propria, 2025

Pode-se observar que o derivado impresso em bico azul com 5 camadas praticamente
nao sofreu deformagdo apods a inser¢ao em solugdo de cloreto de célcio, enquanto as de 10 e 20
camadas exibiram retragdes mais acentuadas (Figura 4). Em relagdo a atividade amilolitica dos
derivados imobilizados, pode-se observar que a que possuiu 5 camadas obteve 0,092 U, com
10 camadas 0,097 U e com 20 camadas 0,048 U.
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Ao analisar a impressdo dos géis utilizando o bico roxo com didmetro interno de 0,52
mm e externo de 0,82 mm, pode-se verificar na Figura 6 o formato dos derivados imobilizados
com 5, 10 e 20 camadas, logo apds a impressdo e na Figura 7 os mesmos derivados apos 30
minutos de contato com o cloreto de célcio.

Figura 6. Amostras do bico roxo impressas em 5, 10 e 20 camadas imediatamente apds a
impressao.

r

Fonte: Autoria propria, 2025

Figura 7. Amostras do bico roxo apds 30 minutos de contato com cloreto de calcio.

Fonte: Autoria propria, 2025

Ao analisar as Figuras 5 e 6, observou-se que os derivados impressos com 5 ¢ 10
camadas praticamente ndo sofreram deformagdes apos a inclusdo em solucdo de cloreto de
calcio, enquanto a de 20 camadas apresentou retracdes visiveis. Ao analisar a atividade
amilolitica dos impressos, verificou-se que a extrusdo com 5 camadas obteve uma atividade de
0,092 U, com 10 camadas 0,097 U e com 20 camadas 0,048 U.

Ao analisar todos os derivados imobilizados, observou-se que o derivado impresso que
manteve mais atividade enzimatica foi o extrusado com bico laranja com 20 camadas.
Entretanto, vale ressaltar que sdo necessarios estudos mais detalhados de impressdo e analise
de outros parametros para a padronizag¢ao do processo de imobilizagdo via impressora 3D para
obtencdo de um derivado com atividade amilolitica significativa.

4 CONCLUSAO

A andlise do efeito do didmetro dos bicos e do nimero de camadas sobre a impressao
3D de matrizes de alginato com amilases imobilizadas mostrou eficiéncia ao se obter derivados
com atividade enzimatica. Observou-se que o bico laranja, de menor didmetro, manteve boa
forma nas camadas finas, mas apresentou retracdes importantes nas 20 camadas, sendo a
extrusdo com maior atividade enzimatica.
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De modo geral, os resultados mostraram que o tamanho do bico e o nimero de camadas
sdo fatores determinantes para a integridade das estruturas impressas e para o desempenho da
enzima. Ajustar esses parametros ¢, portanto, fundamental para otimizar a imobilizagao
enzimatica em matrizes 3D, conciliando estabilidade fisica e funcionalidade bioldgica.
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