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As amilases fingicas apresentam amplo potencial biotecnologico, porém sua aplicagéo
industrial ¢ limitada pela baixa estabilidade operacional. Esse trabalho objetivou analisar o
efeito de distintos tampodes na atividade das amilases impressas, o reuso dos derivados
imobilizados e o efeito da solugdo de manutengdo das matrizes impressas. Neste trabalho
foram produzidas matrizes poliméricas impressas em 3D de alginato de sodio e
carragenana contendo amilases fingicas imobilizadas. O sistema tamponante influenciou
diretamente a atividade enzimatica e a estabilidade das matrizes, destacando-se o tampao
acetato de calcio, que apresentou o melhor desempenho.
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1. INTRODUCAO

Os fungos filamentosos, especialmente espécies
pertencentes ao género Aspergillus, possuem ampla

relevancia  biotecnologica devido a elevada
capacidade metabdlica e a eficiente secregdo de
enzimas. Esses  microrganismos  apresentam

crescimento rapido, facilidade de cultivo e grande
adaptag@o a diferentes substratos, caracteristicas que
favorecem sua aplicagdo em processos industriais.
Além disso, a utilizacdo de residuos e subprodutos
agroindustriais como fonte de nutrientes reduz custos
de produgdo e contribui para o desenvolvimento de
processos mais sustentaveis, permitindo a obtengao
de extratos enzimaticos com elevada atividade
catalitica (Cairns et al., 2018).

Entre as enzimas produzidas por fungos
filamentosos, as amilases se destacam devido a
ampla aplicagdo industrial. Essas enzimas catalisam a
hidrolise do amido, convertendo-o em agucares
menores, como maltose e glicose, compostos
fundamentais em diferentes cadeias produtivas. Sua
utilizagdo ¢ importante nas inddstrias alimenticias,
téxteis, farmacéuticas e de detergentes, além de
apresentar importancia crescente na produgdo de
biocombustiveis a partir de biomassa amilacea
(Singh et al., 2003).

Apesar do elevado potencial industrial, a aplica¢do
de enzimas em sua forma solivel apresenta
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limitagdes importantes. Alteragdes de temperatura,
pH e forga idnica podem comprometer rapidamente a
estabilidade estrutural da proteina, reduzindo sua
atividade catalitica. Além disso, enzimas solaveis

ndo sdo recuperadas ao final do processo,
aumentando significativamente 0s custos
operacionais. Nesse contexto, a imobilizagdo

enzimatica surge como uma estratégia eficiente para
aumentar a  estabilidade  operacional  do
biocatalisador, facilitar sua recuperagdo e permitir a
reutilizacdo em sucessivos ciclos reacionais (Datta et
al.,2013).

A imobilizagdo consiste na retengdo fisica ou
quimica da enzima em um suporte insolavel,
mantendo sua atividade catalitica e promovendo
maior resisténcia as condi¢gdes do processo. Entre os
materiais utilizados para a formagao dessas matrizes,
os biopolimeros naturais vém recebendo destaque
devido a biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixo custo e facilidade de processamento. O
alginato de sodio, extraido de algas marrons, ¢
amplamente utilizado na producdo de hidrogéis por
apresentar elevada capacidade de gelificagdo na
presenca de ions calcio, formando estruturas
tridimensionais capazes de encapsular biomoléculas
de forma eficiente (Lee e Mooney, 2012).

A carragenana também apresenta potencial relevante
na formagdo de matrizes para imobilizagdo
enzimatica. Esse polissacarideo sulfatado contribui
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para o aumento da elasticidade, resisténcia mecéanica
e estabilidade estrutural dos hidrogéis, caracteristicas
importantes para aplicagdes que envolvem
reutilizacdo continua das matrizes. A combinagao
entre alginato e carragenana permite a obtencdo de
sistemas mais estaveis, favorecendo a retengdo das
enzimas ¢ reducdo de perdas durante os ciclos de
utilizagdo (Campo et al., 2009).

Além da composigdo da matriz polimérica, as
condicdes do meio reacional também exercem
influéncia direta sobre a atividade catalitica das
enzimas. Entre esses fatores, o sistema tamponante
utilizado nos ensaios possui papel fundamental na
manuten¢do do pH ideal e da estabilidade estrutural
da proteina durante a reagdo. Alteragdes no pH
podem provocar mudangas conformacionais na
enzima, afetando a interagdo entre a enzima e o
substrato, reduzindo a eficiéncia catalitica.

Diferentes sistemas tamponantes sdo frequentemente
avaliados em estudos envolvendo amilases, buscando
identificar condi¢des mais favoraveis para a
manuten¢do da atividade enzimatica. O tampao
citrato de sodio ¢ amplamente utilizado em reacdes
conduzidas em faixas de pH mais A4cidas,
apresentando elevada capacidade tamponante e boa
estabilidade quimica (Roth et al., 2019).

Por sua vez, o tampao tris(hidroximetil)aminometano
(TRIS) ¢ amplamente empregado em sistemas
bioldgicos devido a sua eficiéncia na manutengdo do
pH em faixas proximas a neutralidade (Roth et al.,
2019).

Além desses sistemas, o tampdo acetato de calcio
apresenta importancia significativa principalmente
devido a presenca de ions calcio, que podem
contribuir para maior estabilidade estrutural de
matrizes produzidas com alginato de sddio. Os ions
Ca?" atuam diretamente na formag¢do e manutengao
das ligagdes iOnicas responsaveis pela reticulagdo do
hidrogel, favorecendo maior resisténcia mecénica e
estabilidade durante os ensaios cataliticos (Bolivar;
Nidetzky, 2019).

O tampdo acido maleico também tem sido utilizado
em sistemas enzimaticos devido a sua capacidade de
atuar em faixas de pH levemente 4cidas,
proporcionando ambiente favoravel para diversas
enzimas hidroliticas. Além disso, esse sistema
apresenta boa estabilidade quimica e menor
tendéncia de interacdo com componentes estruturais
da matriz polimérica quando comparado a tampodes
contendo agentes quelantes ou ions capazes de
interferir na reticulagdo do hidrogel (Bolivar;
Nidetzky, 2019).

Esses sistemas tamponantes podem interferir na
difusdo do substrato no interior das matrizes
poliméricas, na  estabilidade das enzimas
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imobilizadas e na manutengdo da integridade
estrutural do hidrogel, tornando sua avaliacdo uma
etapa importante no desenvolvimento de sistemas
biocataliticos eficientes (Meyer ef al., 2022).

Além dos fatores anteriores, as condi¢des de
reticulagdo influenciam diretamente o desempenho
do sistema imobilizado. O tempo de exposigdo ao
cloreto de calcio interfere na compactagdo da rede
polimérica, na porosidade do material e na difusdo do
substrato até os sitios ativos da enzima. Matrizes
excessivamente  rigidas podem dificultar a
transferéncia de massa e comprometer a atividade
catalitica, enquanto estruturas menos compactas
tendem a favorecer a acessibilidade do substrato e a
eficiéncia da reagdo (Lee e Mooney, 2012).

Nos tultimos anos, a impressao 3D tem emergido
como uma alternativa promissora para diversos
setores industriais, especialmente nas areas de
biomateriais, engenharia tecidual e biotecnologia.
Apesar do amplo crescimento dessa tecnologia, sua
aplicag@o como suporte para imobilizagdo enzimatica
ainda ¢ relativamente recente e pouco explorada
quando comparada aos métodos convencionais de
encapsulamento e produgdo de matrizes poliméricas.
Dessa forma, a utilizagdo de estruturas produzidas
por manufatura aditiva para imobilizacdo de enzimas
representa uma abordagem inovadora e em expansao
no campo biotecnoloégico (Li et al., 2016).

A impressdo 3D permite a fabricagdo de estruturas
tridimensionais, camada por camada, com elevado
nivel de precisdo, possibilitando controle sobre
geometria, tamanho de poros, area superficial ¢
distribuig¢do interna do material. Essas caracteristicas
sdo extremamente importantes em sistemas de
imobilizagdo enzimatica, uma vez que influenciam
diretamente a transferéncia de massa, a difusdo do
substrato e a estabilidade operacional do
biocatalisador. Além disso, a utilizagdo de hidrogéis
em sistemas de bioimpressdo possibilita o
desenvolvimento de suportes personalizados ¢ mais
eficientes para aplicagdes biotecnologicas (Nunes et
al.,2022).

Estudos recentes demonstraram que hidrogéis
produzidos por bioimpressdo podem manter enzimas
biologicamente ativas no interior das matrizes
impressas, favorecendo aplicacdes envolvendo
biocatalise e reutilizagdo enzimatica. A possibilidade
de controlar parametros de impressao, como diametro
do bico, espessura das camadas e composicdo do
hidrogel, permitiu otimizar a retencdo enzimadtica, a
estabilidade estrutural e a difusdo do substrato no
interior das matrizes. Dessa forma, a integragdo entre
impressdo 3D e imobilizagdo enzimatica apresenta
grande potencial para o desenvolvimento de
processos industriais mais eficientes (Wenger et al.,
2022).
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Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o desempenho de matrizes poliméricas
produzidas com alginato de sddio e carragenana tipo
iota contendo amilases imobilizadas investigando a
influéncia de diferentes sistemas tamponantes sobre a
atividade catalitica ¢ a integridade estrutural das
matrizes.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Micologia, Enzimologia e Desenvolvimento de
Produtos (LMEDP), localizado na Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVIM) campus JK, Diamantina, Minas Gerais,
Brasil. O microrganismo utilizado neste trabalho esta
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético ¢ do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob nimero A64AD93. As
sementes de azevém crioulo (Lolium multiflorum L.)
foram cultivadas e cedidas por agricultora do
municipio de Sdo Lourengo do Sul (coordenadas
geograficas de 31°28'44"S, -52.30'29" W), no Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil.

2.1 Obten¢do do extrato enzimatico contendo
amilases

O extrato bruto extracelular contendo as amilases foi
obtido pelo cultivo do Aspergillus sp. C333 em 50
mL de meio de cultura liquido contendo extrato de
levedura 0,8% (m/v), MgSO, 0,05% (m/v), KH,PO,
0,03% (m/v) e farinha de azevém crioulo 1,5% (m/v),
contidos em Erlenmeyer de 250 mL. Apds o preparo
dos meios de cultura, os mesmos foram autoclavados
a 120 °C, 1 atm, durante 30 minutos. Apos resfriar, os
meios foram inoculados com dois discos de 1
polegada cada do Aspergillus sp. C333, cultivado
anteriormente em meio de cultura s6lido composto
por farinha de aveia 4% (m/v) e agar bacterioldgico
2% (m/v) (Emerson, 1941). Em seguida, os meios
foram mantidos durante cinco dias, a 30 °C, de forma
estacionaria em estufa bacteriologica. Apds o
crescimento do fungo em meio liquido, a massa
micelial foi separada do extrato bruto contendo o
coquetel enzimatico por filtragdo a vacuo. Em
seguida, quantificou-se a atividade amilolitica.

2.2 Imobilizagdo das amilases por impressdo 3D

Matrizes poliméricas foram produzidas para
imobilizagdo enzimatica utilizando 0,4 g de alginato
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de sodio e 0,1 g de carragenana do tipo iota,
incorporados a 10 mL do extrato bruto rico em
amilases.

A mistura foi submetida ao aquecimento em
banho-maria a 60 °C por 15 minutos, visando
promover a completa solubilizagdo dos polimeros e
formacdo homogénea da matriz. Apods o resfriamento
a temperatura ambiente, o material foi utilizado no
processo de impressdo das matrizes.

Para a etapa de impressdo 3D, a solug@o polimérica
contendo o extrato enzimadtico foi transferida para
uma seringa plastica de 10 mL, posteriormente
acoplada a impressora 3D do tipo extrusdo
(593ICAN). A impressio foi realizada com
geometria circular (didmetro de 2 cm), utilizando um
bico metalico com didmetro interno de 0,42 mm. As
matrizes foram confeccionadas em duplicata,
contendo dez camadas cada. Os pardmetros
operacionais de impressao foram definidos no
software Bioscaffolds, responsavel pela geragdo do
codigo G-code, o qual foi executado por meio do
programa Repetier.

Apés a impressdo, as  estruturas foram
cuidadosamente  transferidas  para  recipientes
contendo CaCl: 6% (m/v). Etapa em que ocorreu a
reticulacdo i0nica e a estabilizagdo da matriz.

2.3 Preparagdo dos sistemas tamponantes e avaliagdo
da atividade amilolitica

Inicialmente foram preparados diferentes sistemas
tamponantes na concentracdo de 100 mM, visando
avaliar a influéncia do pH e da composi¢do do meio
reacional sobre a atividade amilolitica e a
estabilidade das matrizes poliméricas. Os tampdes
utilizados foram citrato de so6dio pH 5,0, acetato de
calcio pH 5,5, tris(hidroximetil)aminometano (TRIS)
pH 7,0 e acido maleico pH 5,5. Apos o preparo dos
tampdes foi realizada a preparacdo do substrato
amilaceo utilizando amido 1% (m/v) dissolvido em
cada tampao.

A atividade amilolitica foi determinada pelo método
sacarificante utilizando o acido 3,5 -dinitrosalicilico
(DNS) de acordo com Miller (1959). Inicialmente,
incubou-se 250 pL. dos substratos com 250 pL do
extrato enzimatico solavel, a 55 °C, durante 5
minutos. Ao fim do tempo de reagdo, aliquotas de 50
pL foram retiradas e imediatamente adicionadas a
tubos contendo 50 pL do DNS. Os tubos foram,
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entdo, submetidos a fervura por 5 minutos e, apds o
resfriamento, adicionou-se 500 pL de agua destilada.

O branco da reag@o consistiu na adigdo imediata de
50 pL da mistura de substrato e extrato bruto
enzimatico a 50 puL. de DNS, caracterizando o
tempo zero da reagdo. As leituras de absorbancia
foram efetuadas utilizando Elisa Loccus LMR-96,
em microplacas, a 540 nm.

Para realizar o célculo de atividade enzimatica foi
necessario elaborar uma curva padrdo de glicose, no
intervalo de concentragdo de 0 a 0,05 mg.mL". A
atividade enzimatica foi expressa em U.mL™, sendo
a Unidade (U) definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pumol de aglicar
redutor por minuto, nas condigdes de ensaio.

Enquanto que a quantificagdo da atividade das
amilases imobilizadas via impressdo 3D foi
realizada, inicialmente, pela lavagem dos derivados
com agua destilada, escorridos e transferidos para
um béquer contendo 7 mL do substrato. O sistema
reacional foi mantido em banho-maria a 55 °C por
10, 15, 20 e 25 minutos. Ao término de cada tempo,
aliquotas de 50 pL foram retiradas e transferidas
para tubos de ensaio contendo igual volume do
DNS. Os tubos foram submetidos a fervura por 5
minutos, resfriados a temperatura ambiente e,
posteriormente, adicionaram-se 500 pL de agua
destilada. O branco da reagdo foi obtido pela
retirada da aliquota no tempo zero, representando a
condi¢cdo sem ocorréncia de hidrolise enzimatica.
Apds o preparo das amostras, realizou-se a leitura
da absorbancia em Elisa Loccus LMR-96, em
microplacas, a 540 nm.

2.4 Avaliagdo da estabilidade das matrizes
poliméricas em diferentes sistemas tamponantes

A estabilidade das matrizes poliméricas foi avaliada
durante os ensaios de atividade enzimatica realizados
nos diferentes sistemas tamponantes (TRIS pH 7,0,
citrato de sodio pH 5,0, acetato de calcio pH 5,5 ¢
acido maleico pH 5,5), todos preparados na
concentragao de 100 mM.

Apds a impressdo 3D e a etapa de reticulagdo em
solucdo de CaCl: 6% (m/v), as matrizes contendo as
amilases imobilizadas foram submetidas as reagoes
enzimaticas utilizando amido a 1% (m/v) preparado
em cada sistema tamponante, permanecendo em
banho-maria a 55 °C durante 10, 15, 20 e 25 minutos.

Ao término de cada ensaio, as matrizes foram
retiradas do meio reacional ¢ avaliadas quanto a sua
integridade estrutural por inspeg¢do visual. Foram
observadas alteragoes como deformagao,
inchamento, rompimento, fragmentacdo, perda de
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massa aparente e desestruturagdo da rede polimérica,
comparando-se as matrizes antes ¢ apds a reacdo
enzimatica. Adicionalmente, foram obtidos registros

fotograficos para documentar as alteragdes
morfologicas  observadas em cada sistema
tamponante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da atividade amilolitica soltivel em
diferentes sistemas tamponantes

A avaliagdo inicial da atividade amilolitica foi
realizada com o objetivo de verificar a influéncia de
diferentes sistemas tamponantes sobre o desempenho
catalitico da amilase fliingica e sobre a estabilidade
das matrizes poliméricas utilizadas para imobiliza¢ao
enzimatica. Para isso, foram avaliados os tampodes
TRIS, citrato de sdédio, acetato de calcio e acido
maleico, todos preparados na concentragao de 100
mM e utilizados no preparo do substrato contendo
amido a 1% (m/v).

Conforme apresentado na Tabela 1, observou-se que
o sistema tamponante exerceu influéncia significativa
sobre a atividade amilolitica da enzima livre. Entre os
tampodes avaliados, o citrato de sddio apresentou a
maior atividade enzimdtica no tempo inicial de
reagdo, atingindo 21,105 U.mL"' aos 10 minutos,
seguido pelo acido maleico, com 20,325 U.mL™". O
tampao acetato de calcio apresentou atividade
intermediaria, variando entre 15,510 e 11,862
U.mL"', enquanto o tampdo TRIS apresentou os
menores valores em todos os tempos experimentais.

Tabela 1. Atividade amilolitica soluvel em diferentes
sistemas tamponantes.

Tempo Atividade U.mL™"
reacio Citrato Acetato Acido
(min) TRIS — je sédio__de calcio__maleico
10 8,175 21,105 15,510 20,325
15 8,520 17,560 13,730 16,690
20 6,803 14,513 12,825 15,968
25 5550 13,164 11862 13,158

Fonte: Propria autora.

De maneira geral, observou-se redu¢o da atividade
enzimatica no decorrer do tempo reacional para todos
os sistemas tamponantes. Esse comportamento pode
estar relacionado a diminuig¢@o da disponibilidade do
substrato durante a reagdo, ao acimulo de produtos
da hidrélise do amido, que podem exercer efeito
inibitério sobre a enzima, ¢ a perda gradual da
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conforma¢do nativa ao
incubacio.

O tampdo citrato de sodio destacou-se por
proporcionar a maior atividade amilolitica no inicio
da reacdo, indicando que esse sistema oferece
condigdes favoraveis para a atuagdo da amilase
fingica solavel. Apesar da elevada atividade inicial,
observou-se  redu¢do continua nos  tempos
subsequentes, atingindo 13,164 U.mL"' aos 25
minutos, o que representou uma diminuigdo de,
aproximadamente, 38% em relagdo ao valor inicial.
Resultado semelhante foi observado para o tampao
acido maleico, que apresentou elevada atividade
inicial (20,325 U.mL") e reducdo gradual durante o
ensaio, alcangando 13,158 U.mL"! aos 25 minutos.
Esse comportamento sugere que meios levemente
acidos favoreceram inicialmente a atividade da
enzima, embora o desempenho tenha diminuido
conforme a reagdo prosseguiu.

Por sua vez, o tampao acetato de calcio apresentou
atividade inferior a observada para os tampdes citrato
de sodio e acido maleico, porém superior a obtida
com TRIS. Embora ions célcio sejam frequentemente
descritos na literatura como agentes estabilizadores
de o-amilases, a resposta observada neste estudo
indicou que a simples presenca desses ions nao foi
suficiente para promover a maior atividade catalitica
da enzima solivel nas condi¢des experimentais
adotadas, evidenciando que fatores como pH, forgca
ionica ¢ composi¢do do meio também influenciam
significativamente o desempenho enzimatico.

Por fim, o tampdo TRIS apresentou os menores
valores de atividade, indicando menor eficiéncia
catalitica nesse sistema tamponante. A menor
atividade observada pode estar relacionada as
caracteristicas quimicas do meio, que podem ndo
favorecer a conformagdo estrutural mais ativa da
enzima ou reduzir sua afinidade pelo substrato.

3.2 Avaliacdo da estabilidade da matriz polimérica
em diferentes sistemas tamponantes

Apds a avaliagdo da atividade amilolitica da enzima
soluvel foram realizados os ensaios utilizando
matrizes poliméricas contendo amilases imobilizadas,
com o objetivo de avaliar simultaneamente a
atividade catalitica da enzima e a estabilidade
estrutural das matrizes frente aos diferentes sistemas
tamponantes.

As matrizes produzidas a partir de alginato de sédio e
carragenana do tipo iota foram submetidas aos
ensaios utilizando substratos preparados com amido a
1% (m/v) em tampdo TRIS, citrato de sodio, acetato
de calcio e acido maleico.

Conforme observado na Tabela 2 a imobilizagdo
enzimatica promoveu redugdo significativa da
atividade amilolitica quando comparada aos
resultados obtidos para a enzima soluvel. Esse
comportamento ¢ esperado em sistemas de
imobilizagdo em hidrogéis, uma vez que a

longo do periodo de
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incorporagdo da enzima na matriz polimérica pode
gerar limitagdes difusionais, dificultando o acesso do
substrato aos sitios ativos da enzima e reduzindo a
velocidade de reagdo.

Tabela 2. Atividade amilolitica das matrizes
poliméricas em diferentes sistemas tamponantes.

Atividade U.mL"

Tempo
reacio Citrato ~ AAcetato Acido
(min) TRIS de sodio d ¢ maleico
calcio
10 0,0001 0,0027 0,0108 0,0050
15 0,0027 0,0062 0,0212 0,0081
20 0,0012 0,0090 0,0228 0,0121
25 0,0005 0,0098 0,0220 0,0141
Fonte: Propria autora.
Ao analisar  individualmente os  sistemas

tamponantes, verificou-se que o tampao TRIS
apresentou os menores valores de atividade
amilolitica entre todos os sistemas avaliados,
corroborando com os resultados obtidos pela enzima
soluvel (Tabelas 1 e 2). Embora tenha ocorrido um
discreto aumento da atividade aos 15 minutos,
seguido de reducdo nos tempos subsequentes, os
valores permaneceram inferiores aos observados para
os demais sistemas tamponantes durante todo o
periodo experimental.

Vale citar que, apesar da baixa atividade catalitica, as
matrizes apresentaram elevada estabilidade fisica no
tampdo TRIS ap6s o tempo reacional, sem sinais
significativos de rompimento, deformagdo ou
desestruturacdo do hidrogel ao longo dos ensaios.
Esse comportamento indicou elevada
compatibilidade entre o tampao TRIS e a rede
polimérica formada pelo alginato de sodio e
carragenana iota.

Figura 3 — Matrizes poliméricas em tampao TRIS.
(A) antes da reag@o enzimatica e (B) apds os ensaios
enzimaticos. enzimaticos.

Apbs Imersdo em CaCl

Fonte: Propria autora.
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Para o tampado citrato de sddio, observou-se aumento
gradual da atividade amilolitica ao longo do tempo
(Tabela 2). Entretanto, diferentemente dos demais
sistemas  avaliados esse tampdo apresentou
comprometimento significativo na estabilidade
estrutural das matrizes poliméricas durante os
experimentos. Observou-se tendéncia de
enfraquecimento e desestruturagdo das matrizes ao
longo das analises, evidenciando menor resisténcia
fisica nesse meio reacional (Figura 5).

Figura 5 — Matrizes poliméricas em tampao citrato de
sodio. (A) antes da reacdo e (B) apds os ensaios
enzimaticos.

Apbs Imersdo em CaCl

~ Apés Dosagem

Fonte: Propria autora.

Entre todos os sistemas tamponantes avaliados, o
tampdo citrato foi o Unico que apresentou
instabilidade significativa nas matrizes poliméricas.
Esse comportamento pode estar relacionado a
elevada afinidade dos ions citrato pelos ions calcio
responsaveis pela reticulacdo do alginato de sodio. A
interagdo entre os ions citrato e calcio promove troca
ionica no interior da rede polimérica, reduzindo a
estabilidade estrutural do hidrogel e comprometendo
sua resisténcia mecanica durante os ensaios
experimentais. Como pode ser observado na Figura
6.

Figura 6 - Representagdo esquematica da
desestabilizagdo da matriz polimérica em tampao
citrato.

Citrato,

7

s
9 o

Citrato de Calcio

Fonte: Produzida por Ia e Adaptada pela autora.
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Estabilidade Inicial | AfinidadedoCitrato | ~Sequestro de fons Colapso Estrutural Dissolugdo e
(Alginato de Calcio) pelo Célcio (Troca lénica) da Matriz Perda Enzimitica
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Os melhores resultados foram observados para o
tampdo acetato de calcio, que apresentou os maiores
valores de atividade enzimatica entre todos os
sistemas avaliados (Tabela 2). Além da elevada
atividade catalitica, verificou-se excelente
estabilidade estrutural das matrizes durante todos os
ensaios, sem ocorréncia significativa de rompimento
ou deformagéo das estruturas impressas (Figura 7).

O bom desempenho observado para o tampao acetato
de calcio pode estar relacionado a presenca de ions
calcio no proprio meio reacional. Esses ions atuam
diretamente na manutencdo da reticulagdo ionica do
alginato de sodio, favorecendo maior estabilidade da
rede polimérica e contribuindo para preservacdo da
estrutura ao longo dos tempos reacionais.

Figura 7 — Matrizes poliméricas em tampdo acetato
de calcio. (A) antes reac¢do enzimatica ¢ (B) apds os
ensaios enzimaticos

Ap6s Imersdo em CaCl Apds Dosagem

Fonte: Propria autora.

Resultados bastante semelhantes foram observados
para o tampdo 4acido maleico, que apresentou
atividade enzimatica proxima aos valores obtidos
para o acetato de cdlcio durante praticamente todos
os tempos reacionais avaliados (Tabela 2). As
matrizes submetidas a esse sistema também
apresentaram boa integridade estrutural, mantendo
estabilidade satisfatoria durante os ensaios (Figura 8).

Figura 8 — Matrizes poliméricas em tampao acido
maleico. (A) antes reagdo enzimatica) e (B) apds os
ensaios enzimaticos.

Ap6s Dosagem

Apos Imersdo em CaCl

Fonte: Propria autora.
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Outro aspecto importante observado foi a
manuten¢do relativamente constante da atividade
enzimatica ao longo dos tempos reacionais para a
maioria dos sistemas avaliados. Diferentemente do
observado para a enzima solivel, em que houve
reducdo gradual da atividade ao longo do tempo, as
matrizes  imobilizadas  apresentaram  menores
oscilagdes entre os tempos experimentais. Esse
comportamento pode estar relacionado ao efeito
protetor promovido pela matriz polimérica, que
contribuiu para maior estabilidade conformacional da
enzima durante o processo reacional.

Além disso, a estrutura do hidrogel pode atuar como
barreira fisica parcial, reduzindo alteragdes bruscas
no microambiente enzimdtico e minimizando
possiveis processos de desnaturagdo ao longo do
tempo. Dessa forma, embora a imobilizacdo tenha
reduzido os valores absolutos de atividade catalitica,
observou-se ganho significativo em estabilidade
operacional e resisténcia estrutural das matrizes.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que os sistemas
tamponantes exerceram influéncia direta sobre a
atividade amilolitica da enzima soluvel e sobre a
estabilidade das matrizes poliméricas contendo
amilases imobilizadas. Entre os tampodes avaliados,
citrato de sodio e acido maleico apresentaram as
maiores atividades enzimaticas para a enzima livre,
enquanto o acetato de calcio apresentou atividade
intermediaria e o tampdo TRIS os menores valores ao
longo dos tempos reacionais avaliados.

Nos ensaios com enzimas imobilizadas, observou-se
reducdo da atividade amilolitica em relagdo a enzima
solivel, comportamento esperado em sistemas de
encapsulamento enzimatico devido as limitagdes
difusionais impostas pela matriz polimérica. Apesar
dessa redugdo, verificou-se que as matrizes
apresentaram boa estabilidade operacional na maioria
dos sistemas tamponantes avaliados.

O tampdo citrato de sodio foi o unico que
comprometeu  significativamente a integridade
estrutural das matrizes poliméricas, evidenciando que
a interagdo dos ions citrato com os ions calcio
responsaveis pela reticulagdo do alginato reduziu a
estabilidade fisica dos hidrogéis. Em contrapartida, o
acetato de calcio apresentou o melhor desempenho
para as matrizes imobilizadas, proporcionando os
maiores valores de atividade amilolitica e
preservando a estabilidade estrutural do material
durante os ensaios. O dacido maleico também
apresentou resultados satisfatorios, promovendo
aumento gradual da atividade da enzima imobilizada
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ao longo do tempo e mantendo a integridade fisica
das matrizes.

Dessa forma, concluiu-se que a combinacdo entre
alginato de sddio e carragenana tipo iota mostrou-se
eficiente para a produg¢do de matrizes poliméricas
destinadas a imobilizagdo de amilases por impressdo
3D. Além disso, os resultados evidenciam que a
escolha do sistema tamponante ¢ determinante tanto
para o desempenho catalitico da enzima quanto para
a estabilidade operacional das matrizes. Nas
condigdes avaliadas, o acetato de calcio destacou-se
como o sistema tamponante mais promissor para
aplicagdes envolvendo amilases imobilizadas, por
apresentar o melhor equilibrio entre atividade
enzimatica e estabilidade estrutural das matrizes.

Por fim, pode-se afirmar que faz-se necessario
estudos mais detalhados de matrizes e condi¢bes de
ensaios visando aumento da atividade das amilases
nas matrizes formuladas.
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