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RESUMO

O alto consumo de agucares, bem como diversos outros alimentos de alto indice calorico, con-
tribuem significativamente para o desenvolvimento e intensifica¢do de problemas metabdlicos,
dentre os quais ganham destaque a obesidade, diabetes, hipertensao e problemas cardiovascu-
lares. Diante disso, a industria alimenticia notou a necessidade de implantar novos meios, mais
vidveis, de produgdo de alimentos funcionais que sejam considerados mais saudaveis € menos
agressivos a satide humana. Os frutooligossacarideos (FOS) se mostram como uma alternativa
mais saudavel e menos caldrica aos agucares tradicionalmente utilizados na dieta humana. As-
sim, o desenvolvimento de tecnologias que permitam a obten¢do desses agliicares em larga es-
cala torna-se de suma importincia para a sociedade atual. Esta pesquisa investigou a produgdo
de suportes porosos ceramicos pela técnica de réplica; poliméricos e de compdsitos ceramica-
polimero utilizando impressdao 3D, e avaliou seu potencial de aplicacdo na imobilizacdo do
fungo Aspergillus oryzae IPT-301 para a produgdo de frutooligossacarideos (FOS). A pesquisa
se dividiu em duas etapas principais: a produgao e caracterizagao dos suportes feitos de alumina,
de polimeros (PLA, ABS e PETG) e de compdsitos destes materiais (alumina-PLA, alumina-
ABS ¢ alumina-PETG); e a avaliag@o de sua eficacia com base em sua capacidade de imobili-
zac¢do de biomassa catalitica e de sua respectiva atividade de transfrutosilacdo (Ars). A produ-
cao de FOS a partir desses biocatalisadores visa uma alternativa industrial sustentavel e de baixo
custo para a sintese de compostos funcionais em larga escala. Os resultados indicaram que su-
portes poliméricos puros, especialmente o PLA e o ABS, proporcionaram maiores Ats, en-
quanto materiais com alta carga de biomassa, como os compoésitos com AlOs, apresentaram
menores valores de atividade. Esse comportamento foi atribuido a ocorréncia de limitagdes di-
fusionais, ou seja, a dificuldade de o substrato atravessar camadas densas de biomassa ou regi-
oes de baixa porosidade no interior do suporte, dificultando o acesso do reagente as células
ativas mais internas e comprometendo a eficiéncia catalitica do sistema como um todo. A pes-
quisa comprovou a viabilidade técnica da manufatura aditiva para o desenvolvimento de bio-
catalisadores customizados e de baixo custo, com forte potencial para aplicagdo industrial na

producao sustentavel de agucares funcionais.

Palavras-chave: Oxido de aluminio; poliacido latico; acrilonitrila butadieno estireno; polieti-

leno tereftalato glicol; modelagem por deposi¢ao fundida.



ABSTRACT

The high consumption of sugars and various other high-calorie foods significantly contributes
to the development and exacerbation of metabolic issues, notably obesity, diabetes, hyperten-
sion, and cardiovascular problems. In response, the food industry has recognized the need to
implement new, viable means for producing functional foods that are healthier and less harmful
to human health. Fructooligosaccharides (FOS) present a healthier, lower-calorie alternative to
sugars commonly used in the human diet. Therefore, the development of technologies for large-
scale FOS production is of paramount importance today. This study investigates the production
of porous ceramic supports using the replica technique; polymeric and ceramic-polymer com-
posite supports using 3D printing and evaluates their suitability for immobilizing the fungus
Aspergillus oryzae IPT-301 for FOS production. The research consists of two main stages: (1)
the production and characterization of alumina, polymer (PLA, ABS, and PETG), and ceramic-
polymer composite (alumina-PLA, alumina-ABS, alumina-PETG) supports; and (2) evaluation
of its effectiveness based on its capacity to immobilize catalytic biomass and its respective
transfructosylation activity. The production of FOS from these biocatalysts is aimed at a sus-
tainable and low-cost industrial alternative for the synthesis of functional compounds on a large
scale. The results showed that pure polymeric substrates, especially PLA and ABS, provided
higher Ats, while materials with high biomass load, such as composites with Al>Os, presented
lower activity values. This behavior was attributed to the occurrence of diffusional limitations,
that is, to the difficulty of the substrate to absorb dense layers of biomass or regions of low
porosity inside the support, hindering the access of the reagent to the catalytic activity of the
system. The research demonstrates the technical feasibility of additive manufacturing for the
development of customized and low-cost biocatalysts, with strong potential for industrial ap-

plication in the sustainable production of functional sugars.

Keywords: Aluminum oxide; polylactic acid; acrylonitrile butadiene styrene; polyethylene te-

rephthalate glycol; fused deposition modeling.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia crescente de doengas cronicas nao transmissiveis, como obesidade, diabe-
tes, dislipidemia, cancer e doencgas cardiovasculares, reflete alteragdes significativas na dieta e
no estilo de vida da populacdo, tanto no Brasil quanto em outros paises em desenvolvimento.
Esse fendmeno esta associado a mudangas econdmicas, sociais e demograficas que impactam
diretamente nos habitos alimentares, promovendo o consumo de alimentos ultraprocessados e
ricos em acgucares e gorduras (Fortes; Muniz, 2009; Rosa; Cruz, 2017). Como resposta a esse
cenario, a busca por uma alimentacao saudavel tem ganhado for¢a, com a ciéncia e a tecnologia
direcionando seus esfor¢os para o desenvolvimento de alimentos que promovam beneficios a
saude além da nutri¢do basica (Carmen Eremia; Petrescu, 2021).

Nesse contexto, os setores alimenticio e farmacéutico tém investido em pesquisas para
criar alimentos funcionais, 0os quais possuem componentes capazes de exercer efeitos biologi-
cos benéficos para a satide. Esses alimentos vao além das caracteristicas nutricionais tradicio-
nais, atuando na preveng¢ao de doencas e na promocao da satide de maneira mais ampla e eficaz
(Rosa; Cruz, 2017).

A produgdo de frutooligossacarideos (FOS), por exemplo, apresenta uma abordagem
inovadora que envolve o uso da enzima frutosiltransferase (FTase), altamente valorizada na
industria por sua capacidade de produzir compostos prebidticos que favorecem a saude intesti-
nal e o sistema imunoldgico; contudo, essa producdo de forma eficiente utilizando a FTase
ainda apresenta desafios técnicos, pois, de um modo geral, enzimas tém um tempo de meia-
vida curto quando na forma livre, o que compromete a viabilidade industrial do processo.

Enzimas em sua forma livre geralmente apresentam sensibilidade a fatores como sol-
ventes, agitacdo, temperatura ¢ pH. Além disso, seu uso na forma soltvel enfrenta desafios
como o elevado custo de producao e purificacao, a instabilidade estrutural ao serem isoladas de
seu ambiente natural, com a possivel perda de atividade devido as condi¢des do processo e a
inibi¢do pelo substrato ou produto. Esses aspectos resultam em uma meia-vida operacional re-
duzida e em custos elevados (Faria, 2019).

Uma solugdo promissora para o problema apontado ¢ a imobilizagdo enzimatica, uma
técnica que aumenta a estabilidade da enzima e prolonga seu tempo de atuagdo, tornando-a
economicamente viavel para a producao de FOS em larga escala (Faria, 2019). Dentre os bene-
ficios obtidos pela imobilizagdo enzimatica, destaca-se o aumento da estabilidade operacional,
a facilidade na separagdo de produtos e biocatalisadores, a implementacao de processos enzi-

maticos continuos, a possibilidade de recuperagao e reutilizacao dos biocatalisadores, a redugao
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dos custos operacionais e a auséncia do biocatalisador na corrente de produto (Gongalves,
2019). Nessa técnica, a enzima fingica (que se trata de um catalisador de proteina de alto peso
molecular produzido por fungos filamentosos) ¢ imobilizada por adsor¢ao em suportes porosos,
que desempenham papel crucial na estabilidade e eficiéncia da enzima durante o processo pro-
dutivo.

Com o avanco da tecnologia de impressdao 3D, novas possibilidades tém surgido para a
criagcdo de suportes enzimaticos personalizados e de alta precisao. A impressao 3D possibilita
o design e a fabricacdo de estruturas porosas especificas, que atendem aos critérios de elevada
porosidade (acima de 60%), interconectividade de poros e baixa reatividade. Esses suportes
customizados, projetados com precisdo para maximizar a eficiéncia enzimatica, representam
uma inovagao significativa para a industria alimenticia, permitindo o desenvolvimento de pro-
cessos mais eficientes e sustentaveis (Prado, 2021).

A aplicagdo da impressdo 3D na criagdo de suportes enzimaticos também oferece a van-
tagem de controlar rigorosamente as propriedades fisicas dos materiais, como tamanho e distri-
buicao dos poros. Esse controle preciso ndo apenas permite aumentar a estabilidade da enzima,
mas também proporcionar significativa melhora da sua atividade, uma vez que a porosidade e
a conectividade dos poros facilitam a difusdo de substratos e produtos, otimizando a reacao
catalisada pela FTase. Dessa forma, a tecnologia 3D surge como uma aliada na busca por solu-
¢oes inovadoras para o setor alimenticio, impulsionando o desenvolvimento de produtos funci-

onais e saudaveis de maneira economicamente viavel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta pesquisa envolveu a producdo de suportes porosos e inertes a

base de compdsitos de ceramica-polimero, de baixo custo, a partir de impressao 3D e avaliacao

tanto de suas propriedades fisicas e quimicas quanto de sua aplicabilidade e eficiéncia na imo-

bilizagdo de células de Aspergillus oryzae IPT-301, com atividade enzimatica, para a produgao

de FOS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando alcangar o objetivo geral proposto acima, foram estabelecidos os seguintes ob-

jetivos especificos:

a)
b)

©)

d)

2

h)

Obter pegas ceramicas porosas de alumina a partir da rota de réplica;

Obter pecas poliméricas porosas de poliacido latico (PLA), acrilonitrila butadieno
estireno (ABS) e polietileno tereftalato glicol (PETG) a partir da impressao 3D,
Desenvolver e adaptar diferentes formulagdes de compositos de ceramica-polimero
(alumina-PLA; alumina-ABS e alumina-PETG);

Estudar e otimizar os pardmetros de processamento necessarios para obtencao dos
suportes porosos por meio da técnica de impressao 3D (suportes poliméricos € com-
positos);

Caracterizar os suportes obtidos pela impressao 3D e por réplica, a partir de medi-
das de densidade aparente e indice de vazios;

Produzir a biomassa catalitica por cultivo celular submersa em meio de cultura sin-
tético e imobiliza-la nos suportes produzidos;

Determinar a capacidade de crescimento e imobilizag¢do de células microbianas com
atividade catalitica nos suportes em fun¢ao do tempo de cultivo submerso por meio
da avalia¢do das curvas de crescimento microbiano;

Comparar e avaliar os resultados de imobilizacdo obtidos para pegas porosas de
alumina, PLA, ABS e PETG com aqueles envolvendo os compositos cerdmica-po-

limero.
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3 JUSTIFICATIVA

Assim como ocorre com diversas substancias, o consumo excessivo de agucares € outros
alimentos com alto indice caldrico tem contribuido significativamente para o surgimento e agra-
vamento de disturbios metabolicos, como obesidade, diabetes, hipertensdo e doencgas cardio-
vasculares. Esse cendrio tem levado a sociedade a se preocupar cada vez mais com a qualidade
de vida e saude, resultando em uma maior atengao aos alimentos consumidos e na busca por
componentes que consigam exercer fungdes bioldgicas capazes de prevenir doengas e promover
satde para além do que pode fornecer a nutri¢ao basica (Oliveira, 2020; Rawat et al., 2024).

Nesse contexto, nota-se um aumento na procura da populagao pelos chamados alimentos
funcionais. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2021), um
alimento ou ingrediente que possui propriedades funcionais pode ser definido como aquele ca-
paz de produzir efeitos metabolicos, fisioldgicos e/ou benéficos a saude para além de suas fun-
¢oes nutricionais basicas, devendo, sobretudo, ser seguro para consumo sem supervisao médica.

Com o aumento da busca por alimentos funcionais, os FOS revelam-se como uma alter-
nativa mais saudavel e de menor valor caldrico em relacdo aos aglicares tradicionalmente pre-
sentes na dieta humana. Os FOS tém ganhado destaque tanto nas industrias farmacéutica quanto
alimenticia, pois sdo agucares prebioticos que oferecem uma série de beneficios a saude, inclu-
indo o fortalecimento da flora bacteriana intestinal, a reducao dos niveis de colesterol e trigli-
cerideos e a melhora do sistema imunoldgico como um todo (Oliveira, 2020; Rawat et al., 2024;
Rocha et al., 2021).

O mercado de FOS esta avaliado em US$4,24 bilhdes no ano de 2025 e estima-se que
atinja a margem de US$11 bilhdes até o ano de 2034, com uma taxa composta de crescimento
anual (do inglés compound annual growth rate, CAGR) de 12,6 % no periodo entre 2025 e
2034 (Insight Ace Analytic, 2025; Mordor Intelligence, 2025). Diante disso, o desenvolvimento
e aperfeicoamento de tecnologias que permitam a producdo em larga escala desses acglcares
saudaveis tornam-se cruciais para a sociedade contemporanea e para a economia global. Sabe-
se que a producao de FOS a partir da enzima frutosiltransferase (FTase) apresenta uma meia-
vida relativamente curta. Para prolongar essa meia-vida e possibilitar uma maior produgao de
FOS, a utilizagdo de técnicas de imobilizagdo enzimatica surge como uma solu¢dao promissora
(Araujo, 2021; Pereira, 2021).

A crescente demanda por solugdes sustentdveis no setor industrial, em consonancia com
os principios da Quimica Verde, aliada a necessidade de producdo de compostos especificos,

faz com que a aplicacdo de tecnologias enzimaticas se torne uma alternativa cada vez mais
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atrativa para as empresas (Denti, 2021). Além disso, o estudo de técnicas de imobilizagdo de
biomassa microbiana catalitica e a exploracao de suportes organicos de baixo custo sdo essen-
ciais para o desenvolvimento de biocatalisadores heterogéneos estaveis, que garantam viabili-
dade produtiva, sustentabilidade e a fabricagdo em larga escala de bioprodutos de alto valor
agregado e relevancia comercial, principalmente nas industrias farmacéutica e alimenticia (Gui-
san, 2013; Castro et al., 2017).

Com o objetivo de viabilizar a produgdo de FOS, especialmente no mercado interno, e
atender a crescente demanda comercial, o presente trabalho contou com o desenvolvimento de
novos produtos — suportes a base de compositos cerdmica-polimero — obtidos por meio de téc-
nicas de impressdo 3D. O intuito € aprimorar o processo biotecnolégico de produgdo de FOS
por meio da imobilizacdo de células fungicas integras, buscando-se um biocatalisador robusto
que apresente alta atividade, seletividade e especificidade, além de grande estabilidade térmica
e operacional, de forma a ser aplicado em diferentes configuragdes de reatores para a sintese de
FOS.

A imobilizagdo nos suportes a base de compositos ceramica-polimero foi comparada
com a imobilizagdo nos suportes contendo somente a ceramica e/ou o polimero constituintes
do compdsito. Sendo assim, foi investigada nesta pesquisa o efeito da imobilizagdo nos seguin-
tes suportes: alumina pura, PLA puro, ABS puro, PETG puro e compdsitos alumina-PLA, alu-

mina-ABS e alumina-PETG.

3.1 0 QUE HA NA LITERATURA ATUALMENTE?

A selegdo correta de materiais para a fabricagdo de suportes porosos € crucial, pois in-
fluencia diretamente na eficiéncia, durabilidade e funcionalidade das estruturas em diversas
aplicagdes, como catalise heterogénea, filtracdo e imobilizacao enzimatica. Estudos tém explo-
rado o uso de diferentes materiais (ceramicos, poliméricos e compositos) na producdo dessas
estruturas, especialmente com o avango das tecnologias de manufatura aditiva, como a impres-
sao 3D. A Tabela 1 apresenta um resumo de trabalhos recentes que empregaram diferentes

materiais como suportes porosos evidenciando suas respectivas aplicagdes.
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Tabela 1 — Breve registro do que pode ser encontrado na literatura acerca da utiliza¢do de ma-

teriais porosos

Material utilizado

Aplicacgao

Referéncia

Alumina-ZircOnia

Biomateriais

Silva, 2017.

Bucha Vegetal

Imobilizacao celular

Aranda, 2024.

Esponja de Poliuretano

(EPU)

Imobilizacao celular

Cardoso, 2023.

Oxido de Aluminio

Imobiliza¢ao celular

Santos, 2024.

Oxido de Titanio

Imobilizacao celular

Santos, 2024.

, ' Fotocatalise Duran, 2024; Faria, 2019;
Oxido de Zinco .
Imobilizacao celular Megda, 2023.
PLA Imobilizagao celular Rybarczyk et al., 2023.

PLA refor¢cado com fibra de
Carbono (C-PLA)

Imobilizagao celular

Ye et al.,2019.

Polietileno de Ultra Alto
Peso Molecular (PEUAPM)

Biomateriais

Aparecida; Guastaldi; Fook,
2008.

Polihidroxibutirato (PHB)

Imobilizacao celular

Aragjo, 2021.

Poliuretano/Poli(acido

lactico) (PU/PDLLA)

Biomateriais

Brandalise, 2016.

Polisulfona/Carvao Ativado

Imobilizagao celular

Olkiewicz et al., 2025

Fonte: Autora (2025)

Os trabalhos apresentados demonstram nao apenas a diversidade de materiais emprega-

dos como suporte poroso, mas também a importancia de alinhar suas propriedades estruturais

com os requisitos especificos de aplicagdo. A crescente adocao de rotas de fabricagdo inovado-

ras, aliada ao uso de materiais sustentaveis, aponta para uma tendéncia promissora no desen-

volvimento de sistemas cataliticos mais robustos e reusaveis. A partir deste cendrio, este estudo

se propde a avaliar o desempenho de diferentes suportes poliméricos e ceramicos, com especial

aten¢do as suas caracteristicas fisico-quimicas e impacto na atividade enzimatica de células

imobilizadas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 FRUTOOLIGOSSACARIDEOS
4.1.1 Definic¢des, propriedades e aplicacoes

Frutooligossacarideos (FOS) sao oligossacarideos pertencentes ao grupo frutano forma-
dos por cadeias curtas de unidades de frutose, variando geralmente entre dois a nove monossa-
carideos de frutose (F) ligados a uma molécula de glicose terminal (G) por meio de ligagdes
glicosidicas do tipo B (2—1). A estrutura mais comum dos FOS ¢é conhecida como 1-kestose
(GF,), nistose (GF3) e frutofuranosilnistose (GF4) (Macedo; Vimercati; Aratjo, 2020; Oliveira,

2020). A Figura 1 mostra a estrutura quimica dos principais FOS citados.

Figura 1 — Estrutura quimica dos FOS: (a) 1-kestose, (b) nistose e (c) 1-frutofuranosilnistrose
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Fonte: Fortes; Muniz (2009, p. 245).

Esses compostos sdo classificados como prebiodticos, uma vez que se trata de “compo-
nentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro, por estimularem se-
letivamente a proliferagao ou atividade de populagdes de bactérias desejaveis no cdlon” (Saad,
2006, p. 2). De forma complementar, alimentos prebidticos ainda podem inibir a agdo de agen-

tes patogénicos, garantindo beneficios adicionais a satide do hospedeiro (Fortes; Muniz, 2009).
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Essa propriedade prebidtica dos FOS faz com que ele contribua para a melhoria da satide intes-
tinal e tem sido associada a prevencao de doengas como a sindrome do intestino irritavel, cons-
tipagdo e cancer colorretal (Rawat et al., 2024).

Os FOS sao classificados, ainda, como agucares ndo convencionais, nao metabolizados
pelo organismo humano e sem valor caldrico (Passos; Park, 2003). Devido ao seu baixo teor
calorico, acompanhado da sua seguranga para o consumo por diabéticos e pelo reconhecimento
de sua funcgao prebidtica, os FOS sdo considerados uma alternativa mais saudaveis em compa-
racdo aos acgucares amplamente comercializados. Além disso, oferecem diversos beneficios a
satde e nutricdo humana, o que tem despertado crescente interesse da industria, especialmente
no contexto de sua aplicagdo como substitutos aos edulcorantes convencionais (Cunha, 2017,
Fortes; Muniz, 2009).

No campo das aplicagdes industriais, os FOS sao amplamente utilizados em alimentos
funcionais, tanto pela sua capacidade prebiodtica quanto por seu sabor levemente adocicado, que
oferece um potencial de substituicdo parcial do aglicar. Sdo encontrados em produtos como
iogurtes, bebidas lacteas, sobremesas, geleias, sorvetes, cereais, biscoitos e barras energéticas,
onde atuam nao apenas como ingredientes funcionais, mas também como estabilizantes de tex-
tura. No setor farmacéutico, os FOS tém sido incorporados em suplementos alimentares com o
objetivo de melhorar a saude gastrointestinal e reforcar a fun¢do imunolédgica (Rosa; Cruz,
2017).

Além de suas propriedades prebidticas e aplicagdo alimentar, os FOS possuem proprie-
dades tecnologicas que os tornam valiosos na formulagdo de alimentos. Eles sdo soluveis em
agua, ndo cristalizam, tém boa estabilidade em condi¢des acidas, e podem atuar como agentes
de retencdo de umidade, prolongando a vida ttil de produtos alimentares. Esses fatores, com-
binados com suas propriedades nutricionais, tornam os FOS uma classe de compostos altamente

versatil e promissora tanto para o setor de alimentos quanto para o setor de saude.

4.1.2 Importiancia mercadologica e consumo humano

O mercado de frutooligossacarideos tem experimentado crescimento significativo nas
ultimas décadas, impulsionado por uma demanda crescente por alimentos funcionais e produtos
que promovam a saude intestinal (Saad, 2006). Estima-se que o mercado global de FOS
continue a crescer a uma taxa expressiva, conforme descrito no item 3 , impulsionado pelo

aumento do consumo de alimentos funcionais em regides como América do Norte, Europa e
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Asia-Pacifico, principalmente devido & sua utilizagdo em produtos lacteos, bebidas funcionais,
suplementos alimentares e alimentos infantis (Mordor Intelligence, 2025).

Do ponto de vista do consumo humano, os FOS ocorrem naturalmente em pequenas
quantidades em alimentos como alcachofra, alho, cebola, banana e chicéria (Rosa; Cruz, 2017).
Contudo, o consumo diario adequado de FOS recomendado para beneficios a satde pode ndo
ser atingido apenas por meio da dieta com alimentos naturais. Conforme descrito por
Roberfroid, Van Loo e Gibson (1998) e Tuohy et al. (2003), o consumo de FOS pode trazer
beneficios ao consumidor com doses entre 4 ¢ 20 gramas por dia. No entanto, quantidades
superiores podem resultar em efeitos adversos no sistema digestivo, como flatuléncia, inchago
e desconforto abdominal. Ja Coussement (1999) aponta que a ingestao diaria de 20 a 30 gramas
tende a causar desconforto, sugerindo, assim, uma dose recomendada de 10 gramas por dia.
Estudos clinicos demonstram que o consumo regular de FOS pode melhorar a saude intestinal,
aumentar a absor¢ao de minerais e até contribuir para a regulacdo do sistema imunolégico.

A aceitacdo dos FOS como ingredientes sauddveis e funcionais ¢ uma tendéncia
crescente entre os consumidores que buscam melhorar a digestdo e o bem-estar geral por meio

de alimentos funcionais e suplementos alimentares.

4.1.3 Rotas de producio

A sintese de FOS para comercializagdo pode ser realizada por diferentes rotas, sendo as
mais comuns:

(1) Extracdo direta de fontes vegetais ricas em oligossacarideos;

(i) Hidroélise enzimatica da inulina;

(ii1) Reacao de transfrutosilagdo enzimatica da sacarose.

Dentre os métodos citados, a extracao direta a partir de fontes vegetais ¢ a menos viavel
economicamente em decorréncia do baixo rendimento do processo e de seu elevado custo (Fi-
gueroa-Gonzalez et al., 2011; Singh; Singh; Kennedy, 2016). O processo consiste na extragao
de oligossacarideos de frutose por métodos fisico-quimicos, seguido de etapas de purificagao
para remover agucares indesejados e, finalmente, concentrar os FOS.

No segundo método exposto, a inulina pode ser extraida por diferentes métodos, como
difusdo em agua quente e o uso de ultrassom, conforme descrito por Lingyun et al. (2007) e Li
et al. (2015). Para a producdo de FOS, a inulina passa por um processo de hidrdlise enzimatica,
catalisado por enzimas inulinases, que quebram a molécula de inulina em cadeias lineares com-

postas de duas a sete unidades de frutose, com ou sem uma unidade terminal de glicose. Essas
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enzimas podem ser obtidas tanto de tecidos vegetais quanto de microrganismos. No entanto, o
uso de inulinases provenientes de plantas ¢ limitado devido a sazonalidade na produgdo e ao
baixo rendimento das enzimas extraidas desses tecidos (Macedo; Vimercati; Aragjo, 2020).

Por fim, tem-se a rota enzimatica, diante da qual a producdo ocorre por meio da reagdo
de transfrutosilagdo da sacarose. As enzimas capazes de realizar tal agdo de transfrutosilacao
sdo, sobretudo, as B-frutofuranosidases (FFase, E.C. 3.2.1.26) e as frutosiltransferases (FTase,
E.C.2.4.1.9), que sdo responsaveis por catalisar a transferéncia de unidades de frutose para uma
molécula de sacarose, formando FOS de diferentes comprimentos. Destaca-se que as FTases
ganham ainda mais aplica¢@o na producdo dos FOS em decorréncia da sua agdo catalitica, exi-
bindo altas atividades de transfrutosilagao. (Passos; Park, 2003). Essa rota ¢ altamente eficiente
e permite a producao de FOS com uma composicao controlada, garantindo alta pureza do pro-
duto final.

A reacdo de transfrutosilacdao ocorre quando a FTase se conecta na posi¢ao  (2—1) da
molécula de sacarose, clivando-a e separando o grupo frutosil do grupo glicosil. Em seguida, o
grupo frutosil se conecta a uma molécula aceptora apropriada, como a sacarose ou outras mo-
léculas de FOS, produzindo um oligomero de frutose e liberando glicose no meio reacional

(Rocha et al., 2021), conforme Figura 2.

Figura 2 — Esquema da reacdo de transfrutosilacao

Sacarose [(2—1)-p-D-frutosil], [(2—1)-p-D-fructosil], Glicose

Fonte: Cunha (2017, p. 25).

O processo enzimatico ¢ favorecido industrialmente devido a sua especificidade e con-

dicdes relativamente brandas de operacdo, como temperatura moderada e pH neutro, o que
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reduz o risco de degradacdo térmica dos oligossacarideos. Além disso, ¢ possivel otimizar a
concentragdo de sacarose € enzima para maximizar a producdo de FOS, tornando o processo
mais rentavel. No entanto, a dependéncia de enzimas especificas ainda ¢ um fator limitante no
custo, uma vez que a produ¢do em larga escala exige sistemas enzimaticos robustos e de baixo
custo.

O fungo que se destaca na producao da FTase ¢ o Aspergillus oryzae, possuindo o status
de GRAS (Generally Recognize As Safe), devido a sua baixa toxicidade na produgdo de alimen-
tos. Com isso, diversas pesquisas vém demonstrando a grande capacidade de produgdo da fru-
tosiltransferase por este fungo devido a elevada atividade de transfrutosilagdo exibida pela en-

zima microbiana.

4.1.4 Limitacoes na producio

Apesar dos FOS estarem presentes em diversas fontes naturais, como mencionado an-
teriormente, a concentracao desses oligossacarideos nessas fontes ¢ relativamente baixa; ainda,
a producao em larga escala de FOS a partir dessas matérias-primas ¢ limitada pelas variagdes
sazonais que afetam tanto a disponibilidade quanto a qualidade dos insumos, restringindo a
viabilidade industrial e a consisténcia do fornecimento ao longo do ano (Mussatto et al., 2009).

Outro desafio na producdo de FOS através da extragcdo de fontes naturais € o processo
de purificagdo. A separacao eficaz dos FOS de impurezas presentes nas matérias-primas pode
exigir o uso de técnicas avancadas como a cromatografia, envolvendo maior custo e de dificil
implementagdo em larga escala; uma purificacdo inadequada pode resultar em produtos de
baixa pureza, o que limita suas aplicagdes em alimentos e suplementos.

No que diz respeito as rotas comerciais aplicaveis (ver item 4.1.3 ), pode-se dizer que
apesar dos avangos nas técnicas de producao, a fabricacdo em larga escala de frutooligossaca-
rideos ainda enfrenta varias limitagdes. A primeira e mais notavel barreira ¢ o custo elevado
das enzimas necessarias para a rota enzimatica de produgdo. Dessa forma, a producao dos FOS
em larga escala ¢ preferencialmente realizada pelo processo de transfrutosilagdo, uma vez que
a sacarose apresenta custo inferior a inulina (Oliveira, 2020).

Embora o uso de processo enzimaticos seja altamente eficiente e apresente diversas
outras vantagens, ¢ valido ressaltar que enzimas sdo insumos caros e que quando sdo utilizados
em sua forma livre apresentam como principal inconveniente a dificuldade de recuperagdo e
reutilizagdo da enzima, podendo aumentar significativamente o custo do processo produtivo,

comprometendo sua viabilidade economica (Lorenzoni, 2014; Oliveira, 2020). Buscando
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viabilizar o uso de enzimas em aplica¢des industriais, tanto nas industriais farmacéuticas quanto
alimenticias, tem-se a emergente tecnologia de imobilizacao enzimatica, que consiste no con-
finamento fisico das células em um espago fisico e que permite sua reutilizacdo por diversas
bateladas e/ou sua aplicagdo em processos continuos, aumentando sua estabilidade operacional

e garantindo o escalonamento do processo.

4.2 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A imobilizag@o enzimadtica ¢ uma técnica amplamente utilizada em biotecnologia e bi-
oquimica, que envolve o confinamento fisico das células em uma regido espacial definida, onde
suas atividades cataliticas sdo mantidas tanto em processos continuos quando descontinuos/ba-
telada. Esse confinamento permite a reutilizacao das células, otimizando o processo produtivo
e prolongando a vida ttil do sistema enzimadtico, além de possibilitar maior controle sobre as
condi¢des operacionais, resultando em um processo mais eficiente e estavel (Covizzi ef al.,
2007).

As enzimas podem ser imobilizadas por diferentes métodos, dentre os quais Fernandez-
Fernandez, Sanroman e Moldes (2013) classificam como: confinamento, encapsulagdo, adsor-
¢do, ligacdo covalente e reticulagdo, conforme Figura 3.

A escolha do método ideal de imobilizagdo para uma aplicagdo especifica deve ser ba-
seada em varios parametros cruciais, como a atividade global do biocatalisador, a capacidade
de regeneracdo e o comportamento de inativagdo. Além disso, € necessario considerar o custo
do processo de imobilizacdo, a toxicidade dos reagentes utilizados, a estabilidade operacional
do sistema, as propriedades hidrodinamicas envolvidas e as caracteristicas finais desejadas para
a enzima imobilizada. Esses fatores, quando devidamente avaliados, garantem a eficiéncia e a
viabilidade do bioprocesso em diferentes condi¢des operacionais (Souza et al., 2017).

E fundamental destacar que, embora exista uma ampla variedade de protocolos dispo-
niveis para imobiliza¢gdo enzimatica, nenhum método ou suporte ¢ universalmente aplicavel a
todas as enzimas. Portanto, torna-se essencial realizar um estudo prévio das caracteristicas do
suporte de interesse, bem como avaliar os efeitos dos métodos utilizados. Esse processo € cru-
cial para selecionar a técnica mais adequada em cada caso especifico, garantindo eficiéncia e

compatibilidade com as propriedades da enzima a ser imobilizada.
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Figura 3 — Métodos de imobiliza¢do enzimatica

Confinamento Encapsulagdo

// ~—

Adsorc¢do

Fonte: Adaptado de Fernandez-Fernandez; Sanroman; Moldes (2013).

4.2.1 Suportes porosos

Dentre os protocolos de imobilizacdo enzimatica disponiveis atualmente, a utilizacao de
suportes porosos para o método de adsor¢do tem se destacado devido a sua eficiéncia em ofe-
recer uma grande superficie para a interagdo entre a enzima e o substrato e sera a forma abor-
dada nesta pesquisa.

Os principais componentes de um sistema enzimatico imobilizado sdo a enzima, o su-
porte e o modo de fixacdo. A maior contribui¢do para o bom desempenho da enzima imobili-
zada advém do suporte e, embora existam diferentes materiais que possam ser aplicados na
imobilizacdo enzimatica, a sua escolha dependerd, fundamentalmente, das caracteristicas pecu-
liares da enzima e das condi¢des de uso da biomolécula imobilizada (Souza et al., 2017). De
um modo geral, alguns dos requisitos basicos que devem ser considerados para a efetiva selecao
de um suporte adequado sao:

a) Elevada area de superficie especifica;

b) Permeabilidade;

c) Estabilidade quimica e mecanica sob as condi¢gdes de operacao;
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d) Capacidade de regeneracao;

e) Baixo custo de matéria prima e de producao.

De acordo com Souza et al. (2017), os suportes destinados a imobilizagdo enzimatica
podem ser classificados quanto a sua origem em materiais organicos € inorganicos e quanto a
sua morfologia em porosos, nao porosos e de estrutura em gel.

Os suportes porosos sdo materiais com uma alta drea de superficie especifica interna,
resultante de sua estrutura microporosa, mesoporosa ou macroporosa. Conforme descrito por
Sing et al. (1985), s6lidos microporosos apresentam poros com dimensdes menores que 2 nm;
0s mesoporosos tém poros entre 2 € 50 nm; € 0s macroporosos possuem poros maiores que 50
nm.

Esses materiais oferecem uma vasta gama de vantagens para a imobilizagdo de enzimas
e seu principal beneficio estd no aumento da superficie disponivel para a adsor¢ao das enzimas,
o que pode aumentar significativamente a eficiéncia da imobilizacdo e, por conseguinte, a ati-
vidade catalitica. Outro aspecto importante ¢ que os poros podem proteger as enzimas de con-
dicdes ambientais adversas, como temperaturas elevadas ou pH extremos, aumentando sua es-
tabilidade operacional. Ressalta-se ainda que os suportes porosos devem ter uma distribuigdo
de poros controlada para otimizar a capacidade e as propriedades de fluxo (Brena; Viera, 2006)

A distribui¢do do tamanho dos poros em suportes porosos ¢ um fator critico que influ-
encia a eficiéncia da imobiliza¢do. Suportes com poros pequenos podem restringir o acesso de
enzimas maiores, resultando em uma menor capacidade de imobilizacao. Ja os suportes com
poros maiores podem permitir uma imobilizacdo mais eficiente de enzimas volumosas, mas ao
custo de uma menor protecdo contra desnaturacdo térmica e quimica. Portanto, o design de
suportes porosos para imobiliza¢do enzimatica geralmente envolve um equilibrio entre a aces-
sibilidade dos poros e a protecdo da enzima contra fatores ambientais desfavoraveis.

Tanto suportes organicos quanto inorganicos apresentam uma gama de vantagens muito
superior as desvantagens (Tabela 2), o que justifica a crescente aplicagdo de suportes porosos

nas pesquisas da area biotecnologica (Queissada; Silva, 2020).
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Tabela 2 — Principais vantagens e desvantagens de suportes organicos e inorganicos

Tipo de Suporte

Inorgénicos

Vantagens
Rigidez;

Elevada porosidade;
Resisténcia microbiana completa;
Boa resisténcia térmica;

Boa resisténcia mecanica;

Nao apresentarem modificagdo na
estrutura em uma larga faixa de pH,
temperatura e pressao;

Facil regeneragao por processo de

pirdlise

Desvantagens

Baixa quantidade;
Alto custo em relagdo aos
organicos;

Dificil degradacdo

Organicos

Polimeros Naturais

Organicos

Polimeros Sintéticos

Se liga facilmente a proteinas e
enzimas de forma reversivel e
irreversivel;
Disponivel em grande quantidade;
Baixo custo;

Boa resisténcia térmica;

Boa resisténcia mecanica;
Facil degradagao
Estrutura porosa;

Inertes ao ataque microbiano

Fonte: Adaptado de Queissada; Silva (2020).

4.2.2 Aplicacgoes de suportes porosos na industria

Modificacao na estrutura
em uma larga faixa de

pressdo, pH e temperatura

Dificil degradacdo

Os suportes porosos sao amplamente utilizados em diversos setores industriais, inclu-

indo a industria alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis. Na industria alimenticia, enzi-

mas imobilizadas em suportes porosos tém sido usadas na producdo de adogantes, como fruto-

oligossacarideos (FOS) e outros oligossacarideos funcionais, por meio de reagdes de transfru-

tosilagdo e hidrolise controlada. A imobilizacdo de enzimas em suportes porosos permite a re-

alizacdo de processos continuos, onde as enzimas podem ser reutilizadas varias vezes sem perda
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significativa de atividade, aumentando a eficiéncia do processo (Aratjo, 2021; Cunha, 2017,
Oliveira, 2020; Pereira, 2021).

Na industria farmacéutica, a imobiliza¢ao enzimadtica tem sido usada para produzir com-
postos ativos por processos de biocatalise seletiva, onde enzimas fixadas em suportes porosos
desempenham um papel crucial no desenvolvimento de medicamentos. O uso de enzimas imo-
bilizadas em suportes porosos tem permitido a criagdo de processos mais sustentaveis, uma vez
que reduz a necessidade de solventes toxicos e permite a realizagao de reagdes em condigdes
mais brandas (Correa, 2021).

O processo de produgdo comercial de biodiesel ¢ realizado quase que totalmente por via
quimica, mas a rota enzimatica, devido as suas vantagens como utiliza¢do e producdo de resi-
duos inofensivos ao meio ambiente, tem despertado grande interesse na comunidade cientifica.
No setor de biocombustiveis, enzimas como lipases e celulases tém sido imobilizadas em su-
portes porosos para a produgdo de biodiesel e a conversdo de biomassa lignoceluldsica em acu-
cares fermentaveis. A imobilizacdo em suportes porosos permite o uso continuo dessas enzimas
em reatores de fluxo, onde a biomassa ¢ degradada ou convertida de forma eficiente; ainda, a
imobilizacao aumenta a resisténcia das enzimas as condigdes de reagcdo severas, como tempe-

raturas elevadas ou ambientes 4cidos, comuns no processamento de biomassa (Silva, 2022).

4.2.3 Desafios e limita¢oes

Apesar das vantagens, a imobilizagdo enzimatica em suportes porosos enfrenta algumas
limitagdes. Um dos principais desafios ¢ o controle da distribui¢do e tamanho dos poros (Brena;
Viera, 2006). Suportes com poros muito pequenos podem impedir que grandes moléculas de
substrato alcancem a enzima, limitando a eficiéncia catalitica. Além disso, o produto da reagao
pode ficar “preso” dentro dos poros, dificultando sua remocao e levando a inibigdo enzimatica.
Para contornar esse problema, ¢ necessario um design cuidadoso dos suportes, considerando
tanto o tamanho dos poros quanto as propriedades de difusdo do substrato e dos produtos.

Outro desafio ¢ o desgaste mecanico dos suportes porosos, especialmente em processos
industriais continuos. Com o tempo, os suportes podem se desgastar ou fragmentar-se, resul-
tando na liberacdao das enzimas imobilizadas e na perda de atividade catalitica, bem como na
possivel contaminacdo do produto. Isso pode ser particularmente problematico em processos
que envolvem altas pressdes ou agitagdo mecanica intensa. A escolha de materiais resistentes e

a otimizacao das condig¢des de operacao sdo essenciais para minimizar esses efeitos adversos.
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Por fim, o custo de produgdo e preparagdo de suportes porosos de alta qualidade pode
ser um obstaculo a sua aplicagdo em larga escala. O desenvolvimento de materiais mais baratos
e igualmente eficientes € uma area de pesquisa ativa, com o objetivo de tornar a imobilizagao
enzimatica em suportes porosos financeiramente vidvel e amplamente aplicavel. E importante
destacar que o custo da imobilizacdo deve ser compensado pela vida 1til do biocatalisador para

que se torne atrativo para aplicagdes industriais em larga escala (Souza et al., 2017).

4.3 PROCESSAMENTO DE CERAMICAS POROSAS PELA TECNICA DE REPLICA

O campo de estudos envolvendo os materiais porosos, sobretudo no que se refere ao
processamento das chamadas espumas ceramicas, tem testemunhado significativos avangos nos
ultimos anos. Diversas técnicas de processamentos relacionadas aos materiais ceramicos vém
sendo desenvolvidas e adaptadas em resposta ao crescente numero de aplicacdes para estes
materiais, dentre as quais podemos citar a queima de particulas organicas, réplica, gelcasting
de espumas ceramicas etc. (Romano; Pandolfelli, 2006).

De acordo com Haase et al. (2024), a técnica de réplica ganha destaque em decorréncia
de sua simplicidade de execucao e de sua capacidade de produzir estruturas celulares tinicas
com porosidade aberta excepcionalmente alta, chegando a uma taxa de 93 %.

O método de fabricagdo de ceramicas porosas foi patenteado em 1963 por Karl Schwar-
tzwalder e Arthur V. Somers (Haase ef al., 2024) e desde entdo vem sendo o método mais
comum para tal aplicagdo. O método pode ser dividido em quatro etapas distintas, sendo elas:

(1) Preparacdo da suspensdo ceramica (barbotina): Consiste na mistura de particulas
ceramicas com solvente (geralmente 4gua) e aditivos dispersantes, formando uma
suspensao homogénea e fluida que serd usada para impregnar a matriz de espuma
polimérica.

(i) Impregnagdo em matriz de espuma polimérica: Uma espuma polimérica porosa ¢
imersa na barbotina, de modo que a suspensdo ceramica cubra e preencha toda a
estrutura porosa da espuma, garantindo que o material ceramico fique uniforme-
mente distribuido.

(111) Secagem: Ap0s a impregnacao, a peca impregnada € seca cuidadosamente para evi-
tar rachaduras e deformagdes. A evaporacdo do solvente da barbotina endurece a
camada ceramica ao redor da matriz de espuma, preparando-a para receber o devido

tratamento térmico.
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(iv) Tratamento térmico para degradacdo da espuma polimérica e sinterizagao da estru-
tura ceramica: A pega seca ¢ submetida a aquecimento controlado. Inicialmente, o
calor degrada e remove a espuma polimérica, criando a estrutura porosa. Em se-
guida, ocorre a sinterizagdo, na qual as particulas ceramicas se fundem, formando
uma estrutura rigida e resistente com estrutura similar a da esponja precursora.

As etapas descritas e realizadas para aplicacdo da técnica de réplica nesta pesquisa estdo

representadas visualmente na Figura 4.

Figura 4 — Detalhamento das etapas propostas para uso da técnica de réplica na produgado de
ceramicas porosas
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Fonte: Autora (2025)

4.3.1 Alumina

O ¢6xido de aluminio, ou alumina, apresenta diversas formas cristalinas, sendo a alfa
alumina (a-Al,03) a forma termodinamicamente mais estavel em todas as temperaturas. Sua
principal fonte na natureza € a partir do minério de bauxita, do qual se extrai a alumina por meio
do seu beneficiamento fundamentado no processo Bayer de refinamento do aluminio (Sartori,
2015). A a-Al>Os apresenta uma estrutura cristalina hexagonal compacta popularmente conhe-

cida como corundum (ou cérindon), conforme Figura 5.
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Figura 5 — Estrutura cristalina do corundum

Fonte: Autora (2025)

A alumina ¢ um material ceramico amplamente utilizado devido as suas excelentes pro-
priedades mecanicas, térmicas e quimicas. Ela ¢ notoriamente conhecida por sua elevada du-
reza, estabilidade térmica em altas temperaturas, resisténcia ao desgaste, baixa densidade e es-
tabilidade quimica (Abyzov, 2019). Por essas razdes, a alumina ¢ empregada em diversas apli-
cagOes industriais, desde abrasivos e revestimentos de alta resisténcia até componentes eletro-
nicos e biomédicos. A utilizacdo de alumina como material para suportes porosos expande ainda
mais sua aplicabilidade, permitindo o desenvolvimento de dispositivos que combinam resistén-
cia mecanica com permeabilidade controlada, essenciais em filtros, catalisadores e suportes
enzimaticos.

Suas propriedades e seu alto desempenho em diversos setores permitem classifica-la
como um Material de Alta Performance; ou seja, um tipo de material com uma ampla gama de
caracteristicas que atendem de forma eficaz a diferentes demandas e industrias. Por esses mo-
tivos, somados a sua atoxicidade, selecionou-se a alumina para o estudo da viabilidade de sua
utilizacdo como matéria-prima ceramica na producdo de suportes porosos para imobilizacao
enzimatica, incluindo os materiais compositos propostos para esta pesquisa.

A técnica de réplica ¢ uma das abordagens mais eficazes para a produgdo de materiais
ceramicos porosos, incluindo a alumina. Essa técnica tem a vantagem de produzir porosidades
altamente controladas e conectadas, resultando em materiais com elevada area de superficie

especifica, resisténcia mecanica ajustavel e uma distribui¢do idealizada de poros.
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4.4 TECNOLOGIA FDM (FUSED DEPOSITION MODELING) APLICADA A PRODUCAO
DE SUPORTES POROSOS

O termo impressao 3D (ou impressdo tridimensional) ¢ frequentemente utilizado, em
contexto ndo técnico, como sindbnimo de manufatura aditiva, no entanto, eles podem ser dife-
renciados. Tomando como referéncia as defini¢des dispostas na ISO/ASTM 52900:2015, a ma-
nufatura aditiva (do inglés additive manufacturing, AM) consiste na combina¢ao de materiais,
com base em modelos 3D, para a criagdo de pecas, normalmente construindo camada por ca-
mada, o que a difere dos métodos de fabricacdo subtrativa e das abordagens de fabricagdo for-
mativa. J4 a impressdao 3D envolve a criagdo de objetos através da aplica¢do controlada de ma-
terial usando um dispositivo de impressdo, seja um cabegote de impressao, um bocal ou alguma
outra tecnologia de impressao.

Dessa forma, pode-se afirmar que a impressao 3D € uma técnica de manufatura aditiva,
mas nem toda manufatura aditiva ¢ uma impressdo 3D, uma vez que a AM abrange outros
processos além deste, como, por exemplo, a Deposi¢ao Direta de Energia (DED), o Binder
Jetting e a Manufatura por Lamina¢do de Objetos (LOM).

Diferentes tecnologias de AM podem ser empregadas nas técnicas de impressao 3D e
se classificam, basicamente, quanto ao método de processamento e de deposi¢do de camadas
do material a ser utilizado. A tecnologia mais popular do mercado, atualmente, ¢ aquela baseada
na extrusdo do material. Ainda de acordo com as definicdes propostas pela ISO/ASTM
52900:2015, na tecnologia de extrusdo do material, ele ¢ conduzido por um bico ou orificio,
sendo depositado de maneira seletiva.

Partindo deste principio, a modelagem por fusdo e deposi¢ao (do inglés fused deposition
modeling — FDM), também conhecida como fabricacao por fusdo de filamento (FFF), ¢ consi-
derada a tecnologia de impressdao 3D de mais facil acesso e reprodutibilidade e, consequente-
mente, de baixo custo. O método envolve a utilizagdo de materiais termoplasticos na forma de
filamentos. Esses filamentos sdo fundidos e extrudados por uma cabeca de impressdao que pode
se movimentar nos eixos X ¢ Y sobre uma mesa de impressao. O objeto € construido de maneira
gradual, camada por camada (Pereira ef al., 2020).

Nesta técnica podem ser empregados materiais compositos, poliméricos, ceramicos e
metalicos; no entanto, ¢ necessario que os filamentos tenham boa qualidade para conseguir
suportar as tensdes mecanicas e térmicas provenientes do cabecote de impressao para alcangar
bons resultados de impressao e acabamento na peca final (Pereira et al., 2020). Vale destacar

que, apesar da possibilidade de aplicagdo a materiais metalicos, seu uso nessa técnica nao ¢
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comum devido a desafios relacionados ao processamento e as propriedades esperadas dos fila-
mentos.

As etapas gerais que compdem o processo de impressao 3D via tecnologia FDM com-
preendem desde a criacdo do arquivo CAD virtual até a peca fisica resultante, como indicado

na Figura 6.

Figura 6 — Etapas envolvidas na produ¢ao de pecgas por meio da AM
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Fonte: Autora (2025)

A impressdo 3D por extrusdo ganhou ampla popularidade nos tltimos anos, impulsio-
nada pelo surgimento de projetos de c6digo aberto e pela disponibilidade de maquinas de baixo
custo, o que democratizou o acesso a tecnologia para usuarios de todos os niveis. Ao mesmo
tempo, novos materiais, principalmente filamentos termoplasticos, vém sendo lancados no mer-
cado para essa técnica de fabricacdo (Santana et al., 2018).

E comum que a maioria das impressoras FDM no mercado utilizem de polimeros ter-
moplasticos para impressao de pecas em 3D. Diante disso, trés polimeros tém ganhado destaque
no que diz respeito a implementacdo das técnicas de FDM, sendo eles: poliacido latico (PLA),
acrilonitrila butadieno estireno (ABS) e polietileno tereftalato glicol (PETG).

A Tabela 3 apresenta uma sintese das principais propriedades dos polimeros termoplas-

ticos citados.



38

Tabela 3 — Propriedades dos principais termoplasticos aplicados na tecnologia FDM

Propriedades PLA ABS PETG
Densidade (g.cm™) 1,25 1,04 1,23
Resisténcia a tracao (MPa) 65 43 49
Resisténcia a flexao (MPa) 97 66 70
Temperatura de extrusao (°C) 190 - 210 220 - 260 230 - 250
Reciclabilidade Sim Sim Sim
Biodegradabilidade Sim Nao Nao
Toxicidade Baixa Média Baixa

Fonte: Adaptado de Rajesh ef al. (2023).

4.4.1 PLA (Poliacido latico)

O poli(acido latico), ou PLA, consiste em um poliéster alifatico linear, termoplastico,
semicristalino ou amorfo, dependendo de sua estrutura quimica (presenca de estereoisomeros)
e condi¢des de processamento. Trata-se de um polimero biodegradavel e biocompativel, pro-
duzido a partir de recursos renovaveis, como amido de milho, batata, alcachofra ou cana-de-
acucar, por meio de processos de bioconversdo e polimerizagdo. O PLA possui caracteristicas
atraentes ao mercado industrial, dentre as quais se incluem sua capacidade de ser absorvido
pelo organismo, boas propriedades mecanicas, estabilidade térmica e baixo impacto ambiental
(Santana et al., 2018; Spohr; Sanchez; Marques, 2021).

Como material para impressdo 3D, o PLA ¢ conhecido por sua alta precisdo e acaba-
mento superficial suave, além de ndo liberar gases toxicos durante o processo de impressao.
Outra vantagem ¢ sua alta energia superficial, o que favorece a adesdo entre camadas. O mate-
rial ¢ amplamente utilizado em diversas industrias, principalmente em implantes médicos bio-
degradéaveis e embalagens alimenticias, sobretudo devido a sua versatilidade e seguranca ali-

mentar (Santana et al., 2018).

4.4.2 ABS (Acrilonitrila butadieno estireno)

O terpolimero acrilonitrila butadieno estireno (ABS) ¢ um termoplastico amplamente

utilizado em aplicac¢des industriais que exigem robustez e leveza, como pecas automotivas, tu-

bulagdes, brinquedos e eletrodomésticos. Como o proprio nome ja sugere, o polimero consiste
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em parte de acrilonitrila, que contribui para a resisténcia térmica e quimica, parte de butadieno,
que fornece resisténcia ao impacto e tenacidade, e parte de estireno, que promove processabili-
dade e rigidez (Alhallak; Tirkes; Tayfun, 2020).

Na impressao 3D, o ABS se destaca devido ao seu baixo curso e suas boas propriedades
mecanicas. O ABS ¢ conhecido por sua tenacidade e resisténcia ao impacto, permitindo impri-

mir pecas duraveis que suportardo uso e desgaste extras. (Zur et al., 2020).

4.4.3 PETG (Polietileno tereftalato glicol)

O PETG ¢ um termopléstico que combina as melhores propriedades do ABS (resisténcia
e ductibilidade) com a facilidade de impressao proporcionada pelo PLA. Ele possui alta resis-
téncia quimica, excelente durabilidade, transparéncia e resisténcia ao impacto. Essas caracte-
risticas tornam o PETG ideal para usos em industrias alimenticias e médicas (Santana et al.,
2018). Além disso, ¢ um material muito utilizado na impressao 3D devido a sua facilidade de
extrusdo, alta adesdo entre camadas, baixa taxa de encolhimento e auséncia de odores durante
o processo de impressdao. Uma vantagem significativa do PETG ¢ sua alta resisténcia mecanica
e térmica, além de ser mais flexivel que o PLA e menos propenso a rachaduras, o que o torna

ideal para fabricar componentes sujeitos a desgaste fisico.

4.4.4 Compositos ceramica-polimero

Compositos sdo materiais formados pela combinacao de dois ou mais componentes com
propriedades fisicas e quimicas distintas. O principal objetivo dos materiais compdsitos ¢ unir
o melhor de cada componente, resultando em um material que supera as limitagdes de seus
constituintes isolados. Em um composito tipico, hd uma fase matriz, que da suporte estrutural,
e uma fase de reforco, que fornece resisténcia adicional ou outras propriedades desejaveis. Exis-
tem diversos tipos de compositos, que sdo obtidos por diferentes combinagdes de metais, cera-
micas e polimeros (Callister; Rethwisch, 2016).

De forma complementar, no livio Composite Materials: Science and Engineering, o
autor Krishan K. Chawla (1998) diz que um material composito corresponde aquele em que €
feita uma associagdo de materiais em busca de uma performance superior; no entanto, para que
este material seja propriamente denominado compdsito, ele deve satisfazer a trés condigdes:

(1) Ser composto de dois ou mais materiais diferentes (fisica e/ou quimicamente) pos-

suindo uma interface de separacao entre ele;
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(i1) Ser passivel de manufatura (com exce¢do apenas para 0os compdsitos naturais);

(ii1) Ter caracteristicas que ndo sdo encontradas em seus materiais de origem de forma

isolada.

Chawla (1998) explora como essas combinagdes levam a um desempenho aprimorado,
incluindo leveza, resisténcia a corrosdo e a possibilidade de customizacio para aplicagdes es-
pecificas.

A principal vantagem dos compdsitos ¢ a capacidade de obter materiais com elevada
resisténcia mecanica e leveza, ideais para aplicagdes industriais, sobretudo em setores como
aviacdo e esportes. Além disso, compositos sdo frequentemente resistentes a corrosdo, a fadiga
e a danos térmicos. A pesquisa continua no campo dos compdsitos busca aprimorar sua produ-
¢do, reduzir custos e tornar o ciclo de vida mais sustentavel, promovendo ainda mais sua adog¢ao
em diversas industrias.

Diante das caracteristicas expressas nos topicos anteriores ¢ daquelas que podem ser
observadas na Tabela 3, os trés termoplasticos foram destinados ao estudo da viabilidade de
utilizacdo como matéria prima polimérica associados a alumina na produgao de suportes poro-
sos de compositos de ceramica-polimero para imobilizacdo enzimética de baixo custo. Vale
ressaltar que outros trabalhos internos do grupo de pesquisa também estdo aplicando os mate-
riais citados, sobretudo os poliméricos, para a mesma finalidade. No entanto, aspectos como
tamanho de poros, geometria do suporte e geometria dos poros estdo sendo investigados, de
modo a alcangar o maior rendimento dentro do processo. Demais fatores que possam influenciar
no rendimento também estao sob andlise. Os experimentos ainda estdo em fase de desenvolvi-

mento e seus resultados serdo divulgados em trabalhos futuros.
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5 MATERIAIS E METODOS

A metodologia proposta para esta pesquisa dividiu o procedimento experimental em

duas etapas:

e Etapa A, relacionada a caracterizagdo das matérias-primas e a produgdo e caracte-
rizagdo dos suportes porosos ceramicos, poliméricos e de composito ceradmica-po-
limero;

o Etapa B, referente ao estudo da avaliacdo, aplicabilidade e eficiéncia dos suportes
produzidos para a imobilizacao de células microbianas com atividade catalitica vi-

sando a produgdo de FOS.

5.1 ETAPA A — PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS SUPORTES POROSOS

A Etapa A consistiu na produgao e respectiva caracterizagdo dos suportes porosos de-
senvolvidos para posterior imobilizagdo celular, conforme esquematizado na Figura 7. Para fins
comparativos da aplicabilidade e eficiéncia das pegas produzidas, fez-se necessarias trés rotas
de produgdo distintas:

(1) Producao de pecas porosas de base ceramica (Al>O3) a partir da rota de réplica;

(i1) Producdo de pegas porosas de base polimérica (PLA, PETG e ABS) por meio de

impressao 3D;

(ii1) Producao de pecgas porosas de compdsitos de cerdmica-polimero (Al,Os-PLA,

ALO3-PETG e Al,O3-ABS) a partir de impressao 3D.

Figura 7 — Esquematizacdo das atividades realizadas na Etapa A
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imica d ¢ - g & tratamento térmico polimeras e compasitos de
quimica cos compostos reologica das pegas ceramicas ceramica-polimero

Fonte: Autora (2025)
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5.1.1 Caracteriza¢do das matérias-primas

A Termogravimetria (TG) foi empregada para avaliar a estabilidade térmica dos mate-
riais, determinando a variagdo de massa em funcdo da temperatura sob atmosfera controlada.
Essa técnica permite a identificacdo de etapas de degradagdo térmica para materiais poliméricas
(como pirdlise e oxidacao), o teor de volateis e/ou residuos inorganicos (cinzas), além de for-
necer indicios sobre a higroscopicidade e a cinética de degradacao dos materiais (Lucas; Soares;
Monteiro, 2001). As amostras foram aquecidas de 30 °C a 800 °C, a taxa de 20 °C.min-1, sob
atmosfera de nitrogénio.

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi realizada com o objetivo de identificar
as transi¢oes térmicas caracteristicas dos materiais, principalmente a temperatura de transi¢ao
vitrea (Tg) e, eventualmente, picos de fusdo e recristalizacdo. As andlises foram conduzidas
utilizando fluxo de nitrogénio a 50 mL.min-1. O ciclo térmico utilizado consistiu em: (1) aque-
cimento inicial de 30 °C a 200 °C (10 °C.min™"); (2) isoterma de 3 minutos a 230 °C para elimi-
nagdo do histérico térmico; (3) resfriamento a 30 °C (10 °C.min™"); e (4) segundo aquecimento
de 30°C a 200 °C (10 °C.min™).

Jé a caracterizacdo quimica foi realizada por meio da Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), técnica que permite a identificacdo de grupos funcionais
especificos a partir da absor¢do de radiacdo na faixa do infravermelho. A absorcao ocorre de-
vido as vibragdes caracteristicas das ligagcdes quimicas, sendo, portanto, altamente sensivel a
composi¢ao molecular dos materiais analisados (Naranjo et al., 2008). As andlises foram reali-
zadas utilizando o espectrometro Agilent Technologies, modelo Cary 630, na faixa de 4000 a
600 cm™.

Os trés ensaios foram realizados no Laboratorio de Materiais (LABMAT) da Universi-

dade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), campus Pocos de Caldas/MG.

5.1.2 Producio dos suportes ceramicos (alumina)

Para producao dos corpos de prova porosos ceramicos (bem como dos compositos ce-
ramica-polimero) utilizou-se alumina calcinada PA-13, produzida pela Alcoa World Alumina
LLC, EUA, fornecida na forma de p6 solido branco e inodoro, com area de superficie especifica
de 11,4 m?.g"' e pureza de 99,8 %, dados fornecidos pelo fabricante. E importante salientar que
o valor dessa area de superficie especifica foi aquele fornecido pelo fabricante; entretanto, en-

saio foi realizado em laboratdrio para averiguar tal valor.
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Neste primeiro momento, o p6 de alumina passou por uma etapa de moagem em moinho
e meios de moagem de bolas de alumina, a 60 rpm por um periodo de 3 h, de modo a reduzir o
tamanho das particulas, passando da granulometria correspondente a peneira de 80 mesh para
a de 150 mesh. O po6 de alumina foi entdo caracterizado via Difratometria de Raios X (DRX),
para verificagdo da cristalinidade e determinacdo das fases presentes antes dos processos de
mistura, ¢ via determinagdo de area de superficie especifica pelo método de B.E.T. Essa carac-
terizagdo prévia foi essencial para a preparagcdo e otimizacao da barbotina de alumina a ser
produzida para conformacao das pegas porosas ceramicas

A caracterizagdo do p6 via DRX foi feita através do equipamento Rigaku Ultima IV do
Laboratorio de Cristalografia da Universidade Federal de Alfenas, Alfenas/MG. Empregou-se
um tubo de cobre (K, =0,1542 nm), com potencial de aceleracao e corrente de 40 kV e 30 mA,
respectivamente, em varredura angular continua entre 15 ¢ 75 ° e passo de 0,02 °. Para fins de
analise de resultados, utilizou-se o banco de dados cristalografico PDF 2003 (Powder Diffrac-
tion File) da JCPDS-ICDD (Joint Commitee on Powder Diffraction Standards - International
Centre for Diffraction Data).

A técnica de B.E.T. utilizada na determinacao da area de superficie especifica dos su-
portes foi realizada em parceria com o Grupo de Fisico-Quimica de Materiais (GFQM) da Uni-
versidade Estadual Paulista (Unesp), Araraquara/SP. A Fisissor¢ao de Nitrogénio (B.E.T.), foi
feita em equipamento Micromeritcs ASAP 2020 Plus 2.00 na temperatura de 77 K.

Para a produgdo de pecas porosas de base ceramica, foi utilizado um dos métodos mais
comuns para a fabricagdo de ceramicas porosas: a técnica de réplica. Conforme descrito no item
4.3 , a metodologia consiste, detalhadamente, das seguintes etapas:

(1) Selecao de uma esponja de poliuretano (PU) com a estrutura porosa desejada;

(i1) Corte da esponja em cubosde 1 cmx 1 cm x 1 cm;

(i11) Producao da suspensao ceramica (barbotina) obtida pela mistura de particulas cera-

micas em agua e aditivos;

(iv) Imersdo dos moldes de PU na barbotina para impregnagao;

(v) Remocao individual das pecas com o auxilio de uma pinga e posterior passagem

delas por uma calandra para remog¢ao do excesso de barbotina no molde;

(vi) Encaminhamento das pecas para as etapas de secagem e sinterizagao para remogao

da matriz polimérica, mantendo o material ceramico formado com uma estrutura
similar a da esponja precursora (Falk et al., 2014).
Uma barbotina de alumina contendo 55,0 % em massa deste componente foi inicial-

mente preparada, juntamente com as porcentagens adequadas de aditivos em solu¢do, de acordo
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com os procedimentos descritos por Silva (2017). Para sua utiliza¢do na técnica de réplica pre-
viamente descrita no item 4.3 , todos os componentes foram homogeneizados em uma mistura
manual. As informagdes detalhadas sobre a composigdo madssica da barbotina e as matérias-

primas utilizadas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicao da barbotina para producao dos suportes porosos ceramicos

Quantidade
Componentes Fornecedor Especificagoes
(% m/m)

Oxido de aluminio (AL,O3) Alcoa 99,8% pureza 55
Disperlan N/A N/A 2
Agua N/A Destilada 16
Glicerina Exodo Cientifica ~ CAS 56-81-5 4
Polietilenoglicol Exodo Cientifica CAS 25322-68-3 1
Acido oleico Exodo Cientifica ~ CAS 112-80-1 0,5
Carboximetilcelulose (CMC)* Exodo Cientifica CAS 9004-32-4 1,5
Poli &lcool vinilico (PVA)** Exodo Cientifica CAS 9002-89-5 20

Total (% m/m) 100

* CMC em solucdo aquosa com concentragdo de 1%
** PVA em solugdo aquosa com concentragao de 10%

Fonte: Autora (2025)

Na secagem, as pecas porosas foram levadas a Estufa de Secagem e Esterilizagdo FA-
NEM 315-SE a 110 °C por 24 h e, sequencialmente, as pecas a verde passaram por tratamento
térmico no qual € realizado o processo de queima das pegas e a liberagdo do material polimérico,
resultando nas pegas ceramicas porosas a base de alumina que foram aplicadas na Etapa B.
Durante a queima, a primeira fase abrange a pré-sinterizagdo, na qual as pecgas a verde sdo
levadas ao forno até atingirem a temperatura de 650 °C com uma taxa de aquecimento de 1
°C.min"! e um tempo de patamar de 2 h; na sequéncia, é realizada a sinterizacao, diante da qual
a temperatura do forno atinge a temperatura de 1600 °C a uma taxa de aquecimento de 0,5
°C.min"! com o tempo de patamar de 2 h. Todo o processo de tratamento térmico foi realizado
nos fornos industriais da Togni S/A Materiais Refratarios. Cabe ressaltar que essa condicdo de
queima, bem como a rota de processamento foi previamente estudada até a obtengdo das con-

di¢des mais adequadas para a produgao.
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5.1.3 Producio dos suportes poliméricos

Para as pecas porosas poliméricas, a rota de processamento adotada foi a impressao 3D
(utilizando-se uma impressora Creality K1C), partindo-se dos filamentos comerciais adquiridos
da Creality, sendo eles: CR-PLA, CR-ABS e CR-PETG, todos com 1,75 mm de espessura para
garantir compatibilidade com o equipamento. Para tal, fez-se necessario a investigacdo prévia
das espumas de poliuretano usada na confec¢do dos suportes de alumina, de modo a obter a
“imagem da peca” da espuma por meio de softwares especificos. O intuito foi reproduzir os
poros (distribui¢do e geometria) obtidos nas pecas ceramicas também nas pegas poliméricas, de
modo a garantir a viabilidade da compara¢a@o entre os suportes obtidos por réplica e por impres-
sao 3D e consequente analise dos dados de imobilizagdo obtidos com os processos da Etapa B
para os diferentes materiais propostos.

Os principais parametros utilizados para a impressao dos suportes poliméricos podem

ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros definidos para impressao dos suportes poliméricos

Parametro ABS PETG PLA
Temperatura do Bico (°C) 260 250 230
Temperatura da Mesa (°C) 100 70 50
Temperatura da Camara (°C) 60 35 35
Altura da Camada (mm) 0,24 0,24 0,24
Altura da 1* Camada (mm) 0,20 0,20 0,20
Velocidade 1* Camada (mm/s) 50 40 60
Velocidade da Parede Externa (mm/s) 100 50 200
Velocidade da Parede Interna (mm/s) 200 100 300
Velocidade de Preenchimento (mm/s) 200 100 250

Fonte: Autora (2025)

5.1.4 Producio dos suportes ceramica-polimero

O teor de ceramica adicionado a matriz polimérica para obtengao dos compositos foi de
15 % em massa. Esse valor corresponde ao teor maximo de ceramica adicionada a matriz poli-
mérica que permite a trabalhabilidade e obtencao de compositos na forma de filamentos para

posterior producdo das pegas porosas por impressao 3D.
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Para a mistura desses materiais e a inser¢do da maior quantidade de alumina possivel na
matriz polimérica foi feita a moagem prévia tanto da alumina (em moinho e meios de moagem
de bolas de alumina, a 60 rpm durante 1 h), como dos polimeros (pulverizacdo da resina em
moinho criogénico modelo Mikro-Bantam, Micron Powder Systems), de modo a facilitar o pro-
cesso de alimentacdo na extrusora. Isso se deve ao fato de que a extrusora de filamentos a ser
utilizada (DEMa/UFSCar) possui um Unico alimentador gravimétrico, havendo a necessidade
de uma alimentagdo mais homogénea (p6) de ambos os materiais, produzindo-se um composito
também mais homogéneo. Os p6s obtidos por meio dos filamentos poliméricos estdo represen-

tados na Figura 8.

Figura 8 — Filamentos apds moagem criogénica de (a) PLA, (b) ABS e (¢) PETG

|

— PR ———

e N 4
Fonte: Autora (2025).

Os filamentos foram desenvolvidos no laboratorio do Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMa) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) através de mistura no es-
tado fundido, utilizando-se uma extrusora de dupla rosca, modelo MP19, da B&P Process
Equipment Systems, com rotacdo de 80 rpm e velocidade de alimentagcdo de aproximadamente
1 kg/h. A velocidade de puxamento foi ajustada para produzir filamentos homogéneos, com
diametro médio de 1,75 mm.

O perfil de temperaturas (ajustado de acordo com a formulagio) e o torque médio me-

dido no equipamento durante o processamento sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Perfil de temperaturas e torque médio medido no equipamento durante o processa-
mento para cada uma das formulagdes determinadas para os compositos

Formulacao Perfil de Temperatura (°C) Torque (%)
PLA + 15% ALO3 175/190/200/215/215 30
ABS + 15% Al,O3 175/195/210/215/215 60

PETG + 15% Al,O3 215/220/225/230/235 50

Fonte: Autora (2025)

Apos a obtencdo da mistura por extrusdo, os filamentos produzidos foram direcionados
a impressao 3D, seguindo os mesmos modelos e padroes adotados para os suportes poliméricos.
Os principais parametros utilizados para a impressao dos suportes compositos podem ser vistos

na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros definidos para impressdo dos suportes compositos

Parametro ABS/ALLO3 PETG/ALLO3  PLA/ALOs3

Temperatura do Bico (°C) 260 250 230
Temperatura da Mesa (°C) 100 70 50

Temperatura da Camara (°C) 60 35 35

Altura da Camada (mm) 0,24 0,24 0,24
Altura da 1* Camada (mm) 0,20 0,20 0,20
Velocidade 1* Camada (mm/s) 50 50 40

Velocidade da Parede Externa (mm/s) 150 150 100
Velocidade da Parede Interna (mm/s) 250 250 200
Velocidade de Preenchimento (mm/s) 220 200 150

Fonte: Autora (2025)

Todos os suportes produzidos (ceramicos, poliméricos € compdsitos) foram caracteri-
zados por meio de medidas de propriedades fisicas (densidade e porosidade aparente, utili-

zando-se o principio de Archimedes), de acordo com a norma ABNT NBR 9778.
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5.2 ETAPA B — AVALIACAO DOS SUPORTES PRODUZIDOS DIANTE DA IMOBILI-
ZACAO DE CELULAS MICROBIANAS COM ATIVIDADE CATALITICA

A Figura 9 ilustra as atividades realizadas na Etapa B. Cabe salientar que esse procedi-
mento foi adotado para todos os suportes produzidos, a saber:
(1) Suporte poroso de alumina obtido a partir da rota de réplica;
(i1) Suportes porosos de PLA, ABS e PETG, obtidos por impressao 3D;
(ii1) Suportes de alumina-PLA, alumina-ABS e alumina-PETG, obtidos pela mistura
prévia das matérias-primas previamente moidas e extrudadas seguido pela impres-

sdo 3D
Figura 9 — Esquematizagdo das atividades realizadas na Etapa B

, . Armazenamento da . .
Produgdo de células Imobilizacdo da Filtragdo do Ensaios de atividade
. torta contendo o -
microbianas com biomassa catalitica nos permeado X e caracterizagdo
L o . suporte e a hiomassa .
atividade catalitica suportes produ:ndos e do pd imobilizada enzimatica

Monitoramento da
atividade enzimética

Fonte: Autora (2025)

5.2.1 Producio e imobilizacao da biomassa catalitica

As células microbianas, com atividade catalitica, foram produzidas por cultivo celular
submerso a partir do fungo Aspergillus oryzae 1PT-301 utilizando meio de cultura sintético.
Um volume de 50 mL do meio de cultura foi adicionado em frascos Erlenmeyer, vedados com
algodao e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 120 °C e 1,022 atm. Posteriormente, o
suporte previamente tratado (ver item 5.1 ) foi adicionado ao meio estéril e incubado em agita-
dor orbital do tipo shaker, inoculando-se 500 pL de suspensdo de esporos do fungo na concen-
tragdo de 1x107 esporos.mL!. O cultivo foi conduzido a 30 °C e 200 rpm ao decorrer de 48
horas de processo, com coleta de amostras em intervalos de tempo pré-definidos (Cuervo-Fer-
nandez et al., 2007; Cunha et al., 2019; Ottoni et al., 2012). O contetido total do frasco foi
filtrado a vacuo e o material retido (células cataliticas imobilizadas no suporte) foi lavado abun-
dantemente com agua destilada e usado para construgao das curvas de crescimento microbiano

e avaliacao da atividade enzimatica de transfrutosilacao.
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5.2.2 Construcao das curvas de crescimento microbiano

A quantidade de biomassa catalitica imobilizada nos suportes em funcao do tempo de
fermentagdo foi obtida mediante determinagdo de sua massa seca, conforme método descrito
por Mussatto et al. (2009). Para isso, a quantidade de biomassa imobilizada foi calculada pela
diferenga entre a massa seca da biomassa imobilizada e a massa de suporte adicionada no cul-
tivo microbiano. Para a determinacao da massa seca, a biomassa imobilizada foi seca em estufa
a 60 °C por cerca de 24 horas, tempo no qual se obtém massa constante. As curvas de cresci-
mento microbiano foram construidas em func¢ao do tempo de cultivo celular (Cunha et al., 2019;

Perna et al., 2018).

5.2.3 Quantificacao de agticares redutores e glicose

As concentragdes de glicose (G) e agucares redutores (AR) foram quantificadas pelos
métodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimatico glicose-oxidase) e DNS (acido 3,5-dini-
trosalicilico), respectivamente. A concentragdo de frutose transfrutosilada (transferida) (Crr)
no meio reacional foi determinada pela Equagdo 1 (Chen; Liu, 1996; Cunha et al., 2019; Gon-

calves et al., 2020).

Cpr = 2% Gg — Cypp (1)

5.2.4 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica de transfrutosilagdo (AT) foi determinada conforme procedi-
mento descrito por Cuervo-Fernandez et al. (2007), Ottoni ef al. (2012) e Cunha et al. (2019).
Para isso, o biocatalisador heterogéneo (biomassa imobilizada no suporte) foi incubado com
14,8 mL de solucio de sacarose, em concentracio de 636 g.L!, e 5,2 mL de tampdo tris-acetato
0,2 mol.L"!, pH 5,5. A reagdo foi conduzida em banho Dubnoff a 50 °C, 190 rpm por 1 h e
interrompida pela imersdo do meio reacional em agua em ebuli¢do por 10 min, seguido por
resfriamento em banho de 4gua e gelo por 5 min para inativagdo enzimatica. Na sequéncia, o
meio reacional foi filtrado a vacuo e a concentragao de agucares redutores e glicose foram quan-

tificados (ver item 5.2.3 ). A atividade de transfrutosilacao (Ar) foi calculada pela Equagao 2.
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Crr *V,
Ap = AR @)

tR * Mcelula

Em que Crr é a concentragio molar de frutose transfrutosilada (em pmol.L ™), Vr é o
volume do meio reacional (em L), tr 0 tempo de reagdo (em min) e meela @ massa seca efetiva
de células microbianas imobilizadas nos suportes porosos de 6xidos de aluminio.

Uma unidade (1 U) de atividade de transfrutosilag@o foi definida como a quantidade de
enzima que transfere um micromol (1 pmol) de frutose transfrutosilada (transferida), sob con-
di¢des experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Garcia et al. 2021; Gongalves et al.,

2020).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ETAPA A

6.1.1 Caracterizacdo das matérias-primas

A caracteriza¢ao das matérias-primas utilizadas neste estudo foi realizada por meio de
analises térmicas e quimicas, a fim de compreender o comportamento térmico dos polimeros e
compdsitos, bem como identificar os principais grupos funcionais presentes em suas estruturas
e determinar seu grau de pureza. As analises foram conduzidas para os materiais puros (ABS,
PLA, PETG e AlLOs) e seus respectivos compdsitos ceramica-polimero (ABS/AlOs,
PLA/ALOs, PETG/ALO5).

6.1.1.1 Ensaios de DSC/TG

6.1.1.1.1 Alumina

Conforme representado pela Figura 10, a alumina pura apresentou boa estabilidade tér-
mica, sem perda significativa de massa ao longo de toda a faixa de temperatura analisada (30 a
800 °C), como indicado pela “curva” de TG praticamente linear e com residuo final préximo a
99 %. A curva DSC, por sua vez, revela uma tendéncia endotérmica suave, sem transi¢des
nitidas, coerente com o comportamento de 6xidos e sua baixa capacidade de absor¢do de calor

associada a eventos de transicao.
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Figura 10 — Curva de DSC/TG para a alumina pura
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Fonte: Autora (2025)

6.1.1.1.2 ABS e ABS/Al>O;

A andlise de TG do ABS, disposta na Figura 11, apresenta uma tnica etapa de degrada-
¢do acentuada entre aproximadamente 340 °C e 470 °C, com perda de massa superior a 95 %,
indicando a decomposi¢do térmica da matriz polimérica. O residuo final ¢ muito baixo, com-
pativel com a auséncia de componentes inorganicos. No compdsito ABS/Al:Os, a degradacao
ocorre na mesma faixa de temperatura, porém com um residuo final levemente maior, compa-
tivel com a fragdo de carga cerdmica incorporada. Os resultados encontrados se assemelham
aqueles evidenciados por Billah et al. (2020).

No grafico de DSC, observa-se um pico endotérmico proximo a 400 °C para ambos os
materiais, relacionado ao processo de degradagao. O composito exibe um perfil semelhante,
porém com varia¢des na intensidade do fluxo de calor, fato que pode apontar para interacdes

fisicas entre matriz e carga, influenciando o desempenho térmico do sistema.



Figura 11 — Curva de DSC/TG para ABS puro e composito ABS/AL:Os
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6.1.1.1.3 PETG e PETG/Al>03

J& na Figura 12, a curva TG do PETG mostra uma degradacao térmica principal entre

400 °C e 500 °C, com perda de massa superior a 80 % e residuo proximo de zero, tipico de

materiais poliméricos puros. Ja no compdésito PETG/AlLOs, a degradacao segue um padrao si-

milar, mas o residuo final é superior (aproximadamente 25 %), atribuido a presencga da alumina

inorganica.

O termograma DSC do PETG mostra uma transi¢ao endotérmica em torno de 80 —

90 °C, atribuida a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), € um pico mais intenso proximo a

450 °C, associado a degradagdo térmica, resultados que vao de encontro ao registrado por

Kasmi et al. (2021). No compdsito, o pico se mantém na mesma regido, mas com mudangas na

intensidade, o que pode indicar interagdes fisicas entre matriz e carga, alterando o comporta-

mento térmico do

sistema.

Figura 12 — Curva de DSC/TG para PETG puro e composito PETG/AL:O3
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6.1.1.1.4 PLA e PLA/Al:O3

A curva TG do PLA apresentou uma unica etapa de degradagdo térmica entre 320 °C e
400 °C, com perda de massa superior a 95%, tal qual foi registrado por Yakdoumi e Hadj-
Hamou (2020) em seu trabalho e indica uma caracteristica tipica de polimeros termodegrada-
veis com alta fragcdo orgénica. O residuo final proximo de zero confirma a completa degradagdo
da matriz polimérica em atmosfera inerte. Para o compoésito PLA/Al:Os, observa-se comporta-
mento semelhante no intervalo de degradagdo, porém com um residuo final superior, de apro-
ximadamente 17 %, compativel com a incorporacgdo da fase inorganica (Al20Os), que permanece
estavel até 800 °C.

No termograma de DSC, o PLA puro apresenta um pico endotérmico préximo a 60 °C,
associado a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), seguido por um pico mais intenso préximo aos
400 °C, relacionado ao processo de degradagdo térmica, o que também foi relatado por Yak-
doumi e Hadj-Hamou (2020) quando analisaram filmes de PLA e compositos de
PLA/Ti0,.A1,05;. De forma analoga, nos compoésitos ABS/Alumina, PETG/Alumina e
PLA/Alumina, as transi¢des térmicas mantém-se nas mesmas faixas de temperatura, no entanto,
¢ possivel notar redu¢do na intensidade do sinal calorimétrico, o que pode indicar que a presenga
da alumina atua como uma barreira térmica, influenciando a dissipagao de calor e dificultando
o processo de propagacao da degradacao.

Além disso, a comparagdo entre os perfis térmicos do PLA puro e do composito eviden-
cia que, apesar da presenca da carga inorganica ndo alterar substancialmente a faixa de decom-
posicao, ela contribui para o aumento da estabilidade térmica do sistema, refletida no residuo
final e na modificagdo do perfil de fluxo de calor. Esses resultados sdo consistentes com o

comportamento esperado de compdsitos poliméricos com reforgos ceramicos dispersos.



Figura 13 — Curva de DSC/TG para PLA puro e compdsito PLA/ALOs
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6.1.1.2 Ensaios de FTIR

6.1.1.2.1 Alumina

O espectro da alumina pura, representado na Figura 14, apresenta banda larga e unica

entre 500 e 1000 cm™, atribuida as vibragdes de estiramento Al-O, como esperado para 6xidos

metalicos. A auséncia de bandas adicionais confirma a natureza inorganica e a pureza do mate-

rial. De acordo com Smirnov et al. (2022), espectros semelhantes foram observados para Al,Os

em estado puro, com auséncia de grupos funcionais organicos e predominancia de bandas Al-

O abaixo de 1000

cm™.

Figura 14 — Analise de FTIR para a alumina pura

FTIR - Alumina

110 -
100

90 1

70 3

Transmitincia (%)

50 ]
—AI-O

40 ] L e e e L B s e e e I
500 1000 1500 2000 2500
Numero de onda (1/cm)

3000

3500 4000

Fonte: Autora (2025)



56

6.1.1.2.2 ABS e ABS/Al;O;

A analise FTIR permitiu identificar os grupos funcionais presentes no ABS e em seu
respectivo composito, como mostra a Figura 15. Em concordancia com os registros discutidos
por Macedo (2023), a banda em 2231 cm! é atribuida ao alongamento da ligagdo C=N do grupo
nitrila presente no bloco de acrilonitrila, a banda proxima a 3027 cm-1 esta associada ao
alongamento C-H dos anéis aromaticos de estireno, enquanto as bandas entre 2842 cm™! e 3000
cm’! sdo atribuidas aos alongamentos C-H dos grupos alifaticos. Por fim, ainda se nota a maior
banda em torno de 1718 cm™! associada a ligagdes C=C e bandas em 758 e 700 cm™! atribuidas
aos grupamentos fenila, resultados semelhantes também foram identificados pela autora nos

trabalhos de Kruczala, Bokria e Schlick (2003) e Hirayama e Saron (2018).

Figura 15 — Analise de FTIR para ABS puro e compdsito
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Fonte: Autora (2025)

Observa-se que, apos a incorporagdo de Al,Os, as bandas do composito permaneceram
na mesma faixa de nimero de onda das observadas na amostra polimérica de referéncia, indi-
cando que nao houve alteragdes significativas na estrutura quimica do material. No entanto,
houve uma redugdo na transmitancia relativa de algumas bandas caracteristicas do polimero, o
que pode ser atribuido a maior presenga da carga ceramica na superficie do compdsito, atuando
como uma barreira Optica ou interferente fisico, e resultando na atenuacdo da intensidade das

bandas associadas a matriz organica.
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6.1.1.2.3 PETG e PETG/AL;O;

As analises de FTIR permitiram identificar a distribui¢do dos grupos quimicos presentes
nas amostras de PETG e do composito PETG/Al;O3. De forma condizente com o que foi
avaliado por Kasmi et al. (2021), o espectro disposto na Figura 16 apresenta um leve
estiramento em 2988 cm™!, associado a ligagio C-H, enquanto a banda larga em 1713 ¢cm’
corresponde ao alongamento da ligagdo C=0O do grupo éster. Outras bandas caracteristicas
incluem 1235 cm™ (dobramento C—0O), 1090 cm™ (dobramento simétrico C—O) e 1015 cm’!
(dobramento C-H). Ainda de acordo com os autores, a banda em 723 cm também estd

relacionada a vibragdes C—H.

Figura 16 — Analise de FTIR para PETG puro e compdsito
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A adi¢ao de Al,O3 ao PETG nao promoveu alteragdes significativas nas faixas de ab-
sorcao dos grupos funcionais caracteristicos do polimero, mantendo-se as bandas dentro da
mesma faixa de nimero de onda observada na amostra pura. No entanto, verificou-se uma re-
dugdo na transmitancia relativa de determinadas bandas do polimero, o que pode ser explicado
pela maior concentracdo da carga ceramica na superficie do composito, funcionando como bar-
reira optica ou interferente fisico, diminuindo a intensidade das bandas da matriz organica, tal

qual ocorre no item 6.1.1.2.2 .
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6.1.1.2.4 PLA e PLA/Al:O3

Os grupos organicos de PLA e dos compositos PLA/AI>O3 foram determinados por ana-
lise FTIR de modo que as ligagdes quimicas caracteristicas de cada banda podem ser observadas
na Figura 17. Em conformidade com os resultados apresentados por Rabelo (2020), a estrutura
quimica do PLA foi confirmada, o espectro apresenta uma banda intensa em 1750 cm™ atribuida
ao alongamento da ligacdo C=O (carbonila), caracteristica dos grupos éster. As bandas em 2999
cm! e 2945 cm™ correspondem ao alongamento C-H dos grupos metila (-CH3). J4 a banda em
1180 cm! representa o alongamento da ligagdo C-O dos grupos éster, sendo esta uma das ab-
sor¢des mais caracteristicas da estrutura do PLA. Os resultados obtidos estao de acordo com os

espectros descritos na literatura por Yakdoumi e Hadj-Hamou (2020).

Figura 17 — Anaélise de FTIR para PLA puro e compdsito
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Fonte: Autora (2025)

A incorporagdo de ceramica a matriz de polimérica resultou, mais uma vez, em espectros
FTIR com bandas posicionadas em faixas semelhantes as do polimero puro, indicando preser-
vagao da estrutura quimica principal. Houve, contudo, um decréscimo na transmitancia relativa
de certas bandas associadas ao polimero, o que pode ser atribuido ao aumento da presenga de
carga ceramica na superficie do composito, que age como barreira Optica ou interferente fisico,
atenuando as bandas da matriz organica, conforme ocorre também nos espectros dos composi-

tos apresentados anteriormente.
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6.1.2 Producio dos suportes porosos de alumina

O ensaio de DRX detectou somente a fase corindon na alumina, indicando também o
alto grau de pureza da matéria prima dentro dos limites de detec¢@o da técnica. A area de su-
perficie especifica determinada para o pé foi de 12,2 m?.g”!, valor muito semelhante aquele
fornecido pelo fabricante (11,4 m>.g™).

As atividades realizadas nessa etapa estdo detalhadas nos itens 4.3 e 5.1.2 deste traba-
lho. Apos o preparo da barbotina (Tabela 4), realizou-se a impregnagdo das esponjas de PU na
mesma. As esponjas foram totalmente submersas na barbotina para garantir uma aderéncia
completa. A Figura 18 mostra os suportes logo apds passarem pelos processos descritos, antes

de serem encaminhados para a etapa de secagem.

Figura 18 — Espumas de PU, com dimensdao de 1 cm x 1 cm x 1 cm e com abertura de
30 ppi, ap6s imersdo em barbotina contendo alumina e demais aditivos,
antes de qualquer tratamento térmico
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A Figura 19 mostra em detalhe uma peca com abertura de poros de 30 ppi apds o pro-

cesso de tratamento térmico, descrito no item 5.1.2 .
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Figura 19 — Pe¢a de Al2O3; moldada em espuma
de 30 ppi, com dimensdo de 1 cm?,
e tratada termicamente a 1600 °C,
sendo observada a porosidade re-
sultante da utilizagao da técnica de
réplica

Fonte: Autora (2025).

6.1.2.1 Ensaios de B.E.T dos suportes de Al,O3

Os ensaios de B.E.T revelaram uma area de superficie equivalente a 10,30 m%.g™!. Além
disso, determinou-se que o volume de poros corresponde a 0,013 cm®.g™! com didmetro médio
equivalente a 5,11 nm. Tais valores sao caracteristicos de corpos mesoporosos, o que € com-

provado com base na analise grafica da Figura 20.
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Figura 20 — Isoterma de adsorcao do tipo IV, com histerese do tipo H1, obtida em anélise de
B.E.T. para determinagao dos tipos de poros presentes nos suporte de Al>,O3
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Fonte: Autora (2025).

Tomando como base a classificacdo da International Union of Pure and Applied Che-
mistry (IUPAC), na Figura 20 esta representada uma isoterma do tipo IV, bastante caracteristica
de solidos mesoporosos (Sing et al., 1985). Além disso, ha a formagao de histerese na isoterma,
0 que nos permite obter maiores informagdes acerca da forma dos poros obtidos no suporte.
Histereses do tipo H1 sdo comuns em materiais porosos uniformes com estreita distribui¢ao de
tamanhos de poros, o que ¢ notavel de forma macroscopica com a observagao dos suportes

produzidos (Figura 19).

6.1.3 Producio dos suportes porosos poliméricos e compdsitos

Para manter o padrdao de porosidade utilizado na técnica de réplica para producao de
suportes de alumina, foi desenvolvido um modelo 3D de suporte poroso com base em uma
esponja de poliuretano de 30 ppi. A primeira tentativa de modelagem foi realizada com imagens

fotograficas das faces de um cubo de esponja de 1 cm?. No entanto, devido a dificuldade em
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visualizar o interior da esponja, foram investigados métodos alternativos de obtencdo de ima-
gem.

Foram realizados dois testes adicionais. O primeiro consistiu em embutir a esponja em
resina e capturar a imagem da superficie pelo método fotografico, seguida de sucessivos des-
bastes com lixa para obter novas imagens até escanear toda a esponja. Esse método foi descar-
tado devido a reagdo quimica entre a esponja e a resina, que causou deformag¢do nos poros.

No segundo teste, a esponja foi seccionada em fatias finas com cortes tunicos, utilizando
uma tesoura para evitar deformacdes. As imagens das superficies foram capturadas com um
microscopio Optico Zeiss em conjunto com o software AxioVision (Figura 21). Foram obtidas
duas amostras: uma com 5 fatias de maior espessura e outra com 8 fatias mais finas. As faces
de cada fatia foram numeradas, com faces superiores impares e inferiores pares. Observou-se
que o maior numero de fatias finas facilitou a modelagem e forneceu uma representagao mais

precisa da estrutura interna da esponja.

Figura 21 — Imagem de uma camada de esponja
de PU obtida por microscopio 6tico
Zeiss associado ao software
AxionVision

Fonte: Autora (2025)

O modelo final foi construido no software CAD Fusion 360, da Autodesk, utilizando
esbocos em camadas sobrepostas. Com o comando de tubulacao, foi possivel ajustar a espessura
das linhas para corresponder a espessura dos poros da esponja. Esse modelo tridimensional
(Figura 22) permite a impressao dos suportes porosos via FDM, com caracteristicas de porosi-

dade proximas a esponja de PU original.
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Figura 22 — Modelagem computacional para aplicacdo da técnica FDM, constituido do (a)
esbogo de camada obtido a partir do fatiamento da esponja; (b) modelo cons-
truido apos unido das camadas; e (C) modelo final

Fonte: Autora (2025)

Durante os primeiros testes de impressao com o modelo da Figura 22, notou-se a neces-
sidade de adaptacdes do desenho a fim de melhorar a estabilidade das pegas durante o processo
produtivo. Para isso, foram adaptados modelos com a inser¢do de arestas que pudessem garantir
suporte mecanico e, consequentemente, maior resisténcia ao produto. O resultado pode ser vi-

sualizado na Figura 23.

Figura 23 — Vistas isométrica, superior e lateral do modelo desenvolvido com arestas
para garantir suporte mecanico ao produto desenvolvido

Fonte: Autora (2025)

O modelo representado na Figura 23 foi entdo definido como o padrao a ser utilizando
durante a impressdo dos suportes poliméricos e compositos, que seguiram os procedimentos
descritos nos itens 4.4 , 5.1.3 e 5.1.4 . A escolha do design foi feita de modo a garantir que
todos os poros tivessem sustentacao suficiente para ndo romper nenhuma parede durante apli-

cacdo do suporte na Etapa B. Os suportes produzidos podem ser visualizados na Figura 24.
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Figura 24 — Pecas de (a) ABS, (b) PETG, (c) PLA, (d) ABS/Al,O3, (e) PETG/ALO3 e (f)
PLA/AI1,O3 produzidas com a técnica FDM utilizando-se a impressora 3D Cre-
ality K1C

- P
Fonte: Autora (2025)
Mesmo com a modelagem de um design regular para os suportes, o interior das pecas
apresentou a irregularidade necessaria para possibilitar a comparacgao efetiva entre os diferentes
materiais testados. Essa irregularidade foi resultado dos ajustes previamente definidos no equi-

pamento durante o processo de impressao. O interior de um suporte de composito PLA/A1O3

pode ser visualizado na Figura 25.
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Figura 25 — Visualizagdo das irregularidades dispostas na parte interna dos suportes
de composito PLA/ALO3

Fonte: Autora (2025)

6.1.4 Caracterizacdo dos suportes produzidos por meio de densidade aparente e indice

de vazios

A Tabela 8 apresenta os valores de massa (g) e volume real (cm?) dos suportes produzi-
dos, permitindo o célculo da densidade aparente (paparente) de cada amostra. Com base nesses
dados experimentais e nas densidades reais (preal) dos materiais puros obtidas da literatura, foi
possivel estimar o indice de vazios (€) e a porosidade total (1) das amostras por meio da relagdo
entre a densidade real e a densidade aparente. Essa andlise visa quantificar o grau de vazios
presentes em cada suporte, os quais influenciam diretamente nas propriedades estruturais, difu-
sionais e, consequentemente, no desempenho funcional dos materiais em aplicagdes como su-
porte para imobilizagdo em reagdes quimicas. As equagdes utilizadas para montagem da Tabela

8 estdo dispostas a seguir:

massa do suporte (g)

_ 3
Paparente volume do suporte (cm3) ®

€ = Preal 1 (4)

Paparente

= 5)

1+€
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Tabela 8 — Densidade aparente e indice de vazios para cada um dos suportes avaliados neste

trabalho
Suportes Massa  Volume  paparente Preal . .
(2 (em?)  (g/em’)  (g/em?)
AlLOs; 0,43 0,50 0,86 3,95 3,5930 78,23 %
ABS 0,48 1,00 0,48 1,24 1,5833 61,29 %
PLA 0,55 1,00 0,55 1,24 1,2545 55,65 %
PETG 0,51 1,00 0,51 1,24 1,4314 58,87 %
ABS/ALO; 0,47 1,50 0,31 1,24 2,9574 74,73 %
PLA/ALO3 0,49 1,20 0,41 1,24 2,0367 67,07 %
PETG/AL0O3 0,43 1,00 0,43 1,24 1,8837 65,32 %

Fonte: Autora (2025)

Os resultados indicam uma significativa variagdo na porosidade total entre os diferentes
tipos de suporte. O suporte ceramico de Al>O3 apresentou a maior porosidade (~78 %), condi-
zente com a estrutura altamente porosa, observavel a olho nu. Entre os polimeros puros, os
valores de porosidade variaram entre 55 % e 62 %, refletindo a influéncia direta da densidade
de preenchimento definida durante a impressao 3D, proxima de 45 %. Nos compdsitos polimé-
ricos com Al,O3, observou-se uma leve redu¢do na porosidade em relagdo aos respectivos po-
limeros puros, com exce¢do do suporte PETG/ Al,Os, que apresentou porosidade superior a do
PETG puro. Esse comportamento pode estar relacionado a aspectos microestruturais, como a
ma dispersao da carga ceramica ou a formagdo de microcanais durante a deposi¢cdo das cama-
das, aumentando o volume de vazios. Esses resultados refor¢am a importancia da caracterizagao
por densidade como ferramenta para o entendimento das propriedades porosas dos suportes

obtidos.

6.2 ETAPA B

6.2.1 Avaliacao dos suportes diante da imobilizacdo de células microbianas com atividade

catalitica

6.2.1.1 Suportes de AlLO3
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Em conformidade com os métodos descritos no item 5.2.2 , determinou-se a quantidade
de biomassa catalitica imobilizada nos suportes de Al,O3; em fungao do tempo de cultivo celular
(8 h, 16 h, 24 h, 32 h, 40 h e 48 h). Para isso, foram coletados os seguintes dados em formato
de triplicata para cada um dos tempos de cultivo:

a) Massa inicial do suporte (m suporte)

b) Massa seca de biomassa imobilizada com o suporte (m seca)

c) Massa final de biomassa imobilizada (m c¢lula = M seca — M suporte)

Sob posse das massas informadas, foi possivel calcular a concentragdo de células imo-
bilizadas (C = g cetula / € suporte) €m cada um dos tempos estipulados do cultivo, gerando a curva

de crescimento microbiano (Figura 26).

Figura 26 — Concentracao de células de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso de
6xido de aluminio com abertura de 30 ppi (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fung¢ao do tempo
de cultivo celular e influéncia deste tempo nas atividades de transfrutosilagdo (Ar)
das células
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Fonte: Autora (2025)

De acordo com Shuler e Kargi (2002), uma curva de crescimento microbiano ¢ com-
posta por quatro fases, divididas entre: (1) fase de laténcia (lag); (2) fase exponencial ou loga-
ritmica (log); (3) fase estacionaria; e (4) fase de declinio ou morte.

A partir da analise da Figura 26 e considerando as fases de uma curva de crescimento,
observa-se que até o tempo de 16 h ocorre a fase lag, onde as células se adaptam ao novo

ambiente. No intervalo entre 16 h e 48 h ocorre a fase log, que tem indicio quando os fungos se
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encontram em plena capacidade de atividade enzimatica num meio cujo suprimento de nutrien-
tes € superior as necessidades do microrganismo. Dentro dessa fase, as células se multiplicam
rapidamente, resultando em um aumento exponencial na massa celular e na densidade popula-
cional do meio no decorrer do tempo. Esse crescimento ¢ equilibrado, com todos os componen-
tes da célula crescendo na mesma taxa (Shuler; Kargi, 2002). O intervalo de tempo estipulado
nao permite concluir nenhuma informacao sobre as fases estacionaria e de declinio

No tempo de 48 h tem-se a méxima concentragao de células imobilizadas, cujo valor foi
de 0,64 £ 0,02 Zeéiula.Esuporte - Sob condigdes semelhantes de operagdo, a maxima concentragio
de células imobilizadas relatada por Santos (2024) foi de 0,14 £ 0,001 geetula.Esuporte . De forma
comparativa, o valor expresso nesta pesquisa equivale a aproximadamente 4,5 vezes ao que foi
declarado por Santos (2024), indicando que as adaptagdes feitas no processo de queima dos
suportes foram efetivas e garantiram maior estabilidade para as pegas no que diz respeito a
resisténcia mecanica, levando a uma maior efetividade na imobiliza¢do de células microbianas
com atividade catalitica.

Seguindo com a metodologia descrita no item 5.2.3 , foi possivel realizar a quantificagao
da concentragdo de agucares redutores (AR) e de glicose (G) no meio reacional apos retirada
da biomassa produzida.

A quantificacdo de agucares redutores foi feita pelo método DNS, que permite relacionar
a absorbancia das amostras (A) com a concentracdo de AR no meio (Car) utilizando-se de uma
curva de calibracao feita com amostras de concentragdes conhecidas que ¢ previamente deter-
minada para cada um dos espectrofotometros disponiveis no laboratorio. Dessa forma, a Equa-

¢do 6 indica a relacdo obtida pela curva de calibracdo para as anélises realizadas:
A =0,712 %« C,g — 0,037 (6)

Em contrapartida, a quantificacdo de glicose foi feita pelo método GOD/PAP®, que
permite relacionar a absorbancia das amostras (A) com a concentra¢ao de G no meio (Cg) uti-
lizando-se do fator f de correcdo, que ¢ determinado de acordo com amostras padronizadas
fornecidas em cada kit enzimatico utilizado. Nesse caso, fatores distintos foram utilizados para
cada tempo de cultivo das amostras. Dessa forma, a Equacdo 7 relaciona o fator fpara os tempos

de 8 h, 16 h e 24 h, enquanto a Equacao 8 relaciona o fator para o tempos de 32 h, 40 h e 48h:

A * 607,1
CG="" /100 (7)
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A * 609,2
Ce = i /10() (8)

Com isso, foi possivel quantificar a concentragao de actcares redutores e de glicose na

biomassa produzida e seus valores estao dispostos na Tabela 9:

Tabela 9 — Concentragdo de acucares redutores, glicose e frutose transferida apos atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de 6xido de aluminio

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr (g/L)=2* Cc - Car
8 0,7427 0,7527 0,7628
16 10,6859 12,8492 15,0126
24 25,8895 38,5343 51,1790
32 30,2591 44,8774 59,4958
40 45,8958 49,6968 53,4979
48 51,6542 63,5865 75,5188

Fonte: Autora (2025)

Novamente, conforme descrito no item 5.2.4 , determinou-se, por fim, a atividade cata-
litica de transfrutosilacdo (Ar) nos suportes em funcao do tempo de cultivo celular. A determi-
nacdo da At ¢ feita com base nas concentragdes de frutose transferida (Fr) e seus valores estao
dispostos, juntamente com a concentracao de células imobilizadas, no grafico da Figura 26.

A Figura 26 mostra que o maior valor de atividade de transfrutosilacdo foi de 285,09 +
29,13 U.g"! para o tempo de cultivo celular de 24 h. Apds esse tempo, a atividade comeca a cair
gradativamente, mostrando que o periodo de 24 h pode ser considerado o intervalo de tempo
6timo para imobilizacao celular nos suportes porosos de alumina sob as condi¢des investigadas
nesta pesquisa. Estes resultados indicam que a otimizagao do tempo de cultivo € crucial para
maximizar a producao de FOS pela imobilizagdo enzimatica de 4. oryzae e o comportamento
visto se mostra consistente com estudos anteriores que indicam que a imobilizagdo enzimatica

pode melhorar a estabilidade e a atividade catalitica das enzimas (Queissada; Silva, 2020).

6.2.1.2 Suportes de PLA

De maneira andloga aos procedimentos apresentados no item 6.2.1.1 e em conformi-

dade com as metodologias descritas nos itens 5.2.2,5.2.3 ¢ 5.2.4, foi determinada a quantidade
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de biomassa catalitica imobilizada nos suportes de PLA para o tempo pré-estabelecido de cul-
tivo celular, assim como suas respectivas Ats. Os resultados obtidos estdo representados na

Figura 27.

Figura 27 — Concentracdo de células de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso de
PLA (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em funcao do tempo de cultivo celular e influéncia deste
tempo nas atividades de transfrutosilagdo das células
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Fonte: Autora (2025)

A andlise dos dados gréaficos da Figura 27 mostra que, até 16 h, ocorre a fase lag; entre
16 h e 48 h, inicia-se a fase log, na qual os fungos atingem sua capacidade méxima de atividade
enzimatica, beneficiados por um suprimento de nutrientes superior a sua demanda. O intervalo
de tempo analisado, no entanto, ndo permite inferéncias conclusivas sobre as fases estacionaria
e de declinio. A maior concentra¢do de células imobilizadas foi observada em 48 h, atingindo
um valor de 0,086 = 0,008 gestula-Zsuporte -

Com base nos calculos detalhados no item 6.2.1.1 , foi possivel quantificar a concentra-
¢ao de acucares redutores e glicose na biomassa produzida, cujos valores estdo apresentados na

Tabela 10:
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Tabela 10 — Concentracao de agucares redutores, glicose e frutose transferida ap6s atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de PLA

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr(g/L)=2% Cg—Car
8 0,5411 0,3689 0,1966
16 6,3058 49318 3,5578
24 13,1094 12,1615 11,2135
32 18,9212 16,9226 14,9240
40 36,0277 31,8586 27,6896
48 42,0385 36,3980 30,7574

Fonte: Autora (2025)

Em seguida, foi determinada a At nos suportes em fun¢do do tempo de cultivo, sendo
os resultados representados no grafico da Figura 27.

A Figura 27 revela que o maior valor de At foi de 910,16 + 51,47 U.g™! para um tempo
de cultivo celular de 24 h. Apos esse periodo, observa-se uma queda gradual da atividade, in-
dicando que 24 h pode ser considerado o intervalo de tempo ideal para a imobilizacao celular

nos suportes porosos de PLA sob as condi¢des investigadas nesta pesquisa.

6.2.1.3 Suportes de PLA/ALO3

Novamente, conforme o procedimento detalhado no item 6.2.1.1 e em alinhamento com
as metodologias descritas nos itens 5.2.2 a 5.2.4 foram obtidos os dados referentes a biomassa
catalitica imobilizada nos suportes de PLA/AL,Os e suas respectivas Ats considerando o tempo

de cultivo previamente definido. Os resultados obtidos estao representados na Figura 28.
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Figura 28 — Concentracdo de células de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso
composito de PLA/ALO3; (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fungdo do tempo de cultivo
celular e influéncia deste tempo nas atividades de transfrutosilagdo das células
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Fonte: Autora (2025)

A andlise dos dados graficos da Figura 28 revela que, até 24 h, ocorre a fase lag; entre
24 h e 48 h, observa-se a fase log, na qual os fungos atingem sua maior taxa de crescimento e
atividade enzimatica; e, novamente, o intervalo de tempo analisado nao permite uma avaliagao
precisa das fases estaciondria e de declinio. O maior acimulo de células imobilizadas foi regis-
trado em 48 horas, atingindo 0,07 £ 0,01 geelula.Zsuporte -

A Figura 29 a seguir, permite avaliar fisicamente como ocorre, na pratica, o crescimento
de biomassa catalitica nos poros dos suportes utilizados. Nota-se que a biomassa se fixa ao
suporte de dentro para fora, uma vez que para os tempos iniciais quase ndo ¢ visivel a sua
formagao. Ja para os tempos finais, onde se alcangam os maximos valores de células imobili-

zadas, ¢ nitida a formagao de uma pelicula que encobre todo o suporte.
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Figura 29 — Crescimento de biomassa catalitica nos suportes de PLA/AlO3; com dimensao de
1 cm?® durante intervalo de tempo pré-determinado para o cultivo

0
Fonte: Autora (2025)

Para quantificar os aglicares redutores presentes no meio, utilizou-se o método DNS e a
determina¢do da concentracdo de glicose foi realizada pelo método GOD/PAP®. Os valores

calculados estdao dispostos na Tabela 11:

Tabela 11 — Concentracdo de agucares redutores, glicose e frutose transferida apds atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de PLA/ALO3

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr(g/L)=2* Cc - Car
8 0,4038 0,3302 0,2566
16 1,9378 1,2416 0,5454
24 7,5904 5,1542 2,7180
32 29,8373 21,6568 13,4764
40 44,4394 33,9291 23,4189
48 59,1114 50,3583 41,6052

Fonte: Autora (2025)

Por fim, foi determinada a At ao longo do tempo de cultivo celular, e seus valores foram
comparados com a concentragdo de células imobilizadas, conforme ilustrado na Figura 28.

Os resultados indicam que a A atingiu seu maior valor em 32 h de cultivo, registrando
983,45 + 43,12 U.g’l. Apos esse periodo, observa-se uma queda progressiva na atividade, su-
gerindo que 32 h ¢ o tempo ideal para a imobilizagdo celular nos suportes porosos de

PLA/AIL,O3, considerando as condigdes reproduzidas neste estudo.
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6.2.1.4 Suportes de ABS

Assim como realizado no item 6.2.1.1 , e seguindo as metodologias descritas previa-
mente (itens 5.2.2, 5.2.3 ¢ 5.2.4), foi determinada a concentragdao de biomassa catalitica imo-
bilizada nos suportes de ABS para o periodo de cultivo celular estabelecido, juntamente com

as respectivas Ats. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 30.

Figura 30 — Concentracao de células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso de
ABS (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fung¢ao do tempo de cultivo celular e influéncia deste
tempo nas atividades de transfrutosilagao das células
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Fonte: Autora (2025)

Com as evidéncias dispostas nos graficos da Figura 30, é possivel afirmar que o maior
acumulo de células imobilizadas foi registrado em 48 horas, atingindo 0,096 + 0,004
Leélula. gsuporte'1 .

A quantificag¢do de acucares redutores foi realizada pelo método DNS e a determinagdo
da concentragdo de glicose foi realizada por meio do método GOD/PAP®, utilizando fatores
de corregdo especificos para cada tempo de cultivo. Com esses dados, foi possivel quantificar

a concentracao frutose transferida, cujos valores estao dispostos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Concentracao de agucares redutores, glicose e frutose transferida apds atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de ABS

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr(g/L)=2% Cg—Car
8 0,4510 0,4523 0,4536
16 1,5670 1,6301 1,6932
24 7,1089 6,9891 6,8692
32 16,9579 17,9089 18,8599
40 35,2697 35,2936 35,3175
48 43,9425 43,1246 42,3066

Fonte: Autora (2025)

Posteriormente, a At foi avaliada em fungdao do tempo de cultivo, e seus valores foram
comparados com a concentragdo de células imobilizadas, conforme representado na Figura 30.
Os resultados evidenciam que o maior valor de Ar, registrado as 24 h de cultivo celular, foi de
942,12 £ 91,02 U.g!. A partir desse ponto, observa-se uma redugio progressiva da atividade,
indicando que 24 h ¢ o tempo ideal para a imobilizacao celular nos suportes porosos de ABS,

considerando as condi¢des investigadas neste estudo.

6.2.1.5 Suportes de ABS/AlLO3

A quantificacdo da biomassa catalitica imobilizada nos suportes de ABS/Al,O3 bem
como suas Ars, foi conduzida conforme os procedimentos do item 6.2.1.1 e os protocolos me-
todologicos descritos nos itens 5.2.2 , 5.2.3 e 5.2.4 , respeitando-se o tempo pré-estabelecido

de cultivo celular. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 31.
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Figura 31 — Concentragao de células de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso
de ABS/A1,03 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fungao do tempo de cultivo celular e in-
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Fonte: Autora (2025)
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A analise dos dados graficos da Figura 31 indica que o maior acimulo de células imo-

bilizadas foi registrado em 48 horas, atingindo 0,16 £ 0,01 Zeelula.Zsuporte -

A quantifica¢do de acucares redutores foi realizada pelo método DNS e a determinagao

da concentracao de glicose foi realizada por meio do método GOD/PAP®, conforme protocolos

descritos anteriormente. A quantificacdo da concentracdo de glicose e agucares redutores na

biomassa formada tem seus valores dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 — Concentracao de agtcares redutores, glicose e frutose transferida apos atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de ABS/Al,O3

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr (g/L)=2* Cc - Car
8 0,6685 0,4411 0,2136
16 8,4470 5,7067 2,9664
24 10,5159 11,6962 12,8765
32 21,5027 25,7085 29,9143
40 47,0611 36,4204 25,7797
48 66,2631 48,6667 31,0702

Fonte: Autora (2025)



71

Posteriormente, a At foi avaliada em funcao do tempo de cultivo, e seus valores foram
comparados com a concentragao de células imobilizadas, conforme representado na Figura 31.
Os resultados evidenciam que o maior valor de AT, registrado as 32 h de cultivo celular, foi de
374,44 £ 37,19 U.g’!. Logo, pode-se definir que 32 h é o tempo 6timo para as condigdes avali-

adas.

6.2.1.6 Suportes de PETG

Com base na abordagem empregada no item 6.2.1.1 e nas metodologias descritas nos
itens 5.2.2,5.2.3 e 5.2.4, procedeu-se a determinagdo da biomassa catalitica imobilizada nos
suportes de PETG para o tempo de cultivo estipulado, juntamente com a andlise de suas Ars.

Os dados obtidos estdo representados na Figura 32.

Figura 32 — Concentragdo de células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso
de PETG (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fun¢do do tempo de cultivo celular e influéncia
deste tempo nas atividades de transfrutosilagdo das células
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Fonte: Autora (2025)

A andlise da curva de crescimento celular indica a ocorréncia de uma fase lag até apro-
ximadamente 16 h, periodo em que os microrganismos se adaptam ao ambiente de cultivo.
Entre 16 h e 48 h, verifica-se a fase log, caracterizada por um aumento expressivo na concen-
tragdo celular. A maior quantidade de células imobilizadas foi observada em 48 h, atingindo

um V’cllOI‘ de 0,08 + 0,01 gcélu]a.gsuporteil.
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A quantificagdo dos agtlicares redutores foi realizada utilizando o método DNS, en-

quanto a concentracao de glicose foi determinada via método GOD/PAP®, com aplicacao de

fatores de correcao especificos para cada tempo de cultivo. A partir desses dados, foi possivel

determinar os valores de Car, Cg € Crr, conforme apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Concentracao de agucares redutores, glicose e frutose transferida apds atividade

enzimatica das células imobilizadas nos suportes de PETG

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr (g/L)=2* Cc - Car
8 0,3592 0,2644 0,1697
16 2,3730 1,4932 0,6135
24 8,9820 6,1971 3,4123
32 16,3087 12,6371 8,9655
40 45,7125 34,1839 22,6553
48 50,2834 37,5495 24,8155

Fonte: Autora (2025)

Quanto a atividade de transfrutosilagdo, o maior valor obtido foi de 523,13 + 41,28

U.g!, observado no tempo de 40 h de cultivo. Apds esse ponto, registrou-se uma queda gradual

da atividade enzimatica, o que permite sugerir que 40 h constitui o tempo ideal de imobilizagao

celular nos suportes de PETG, considerando as condigdes experimentais adotadas neste estudo.

6.2.1.7 Suportes de PETG/A1,03

Seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente, os suportes compositos de

PETG/AlL:Os foram avaliados quanto a concentragdao de biomassa imobilizada e a atividade de

transfrutosilacdo em decorréncia do tempo de cultivo celular. Os resultados estdo representados

na Figura 33.
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Figura 33 — Concentragdo de células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte poroso
de PETG/ALOs3 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), em fungao do tempo de cultivo celular e in-
fluéncia deste tempo nas atividades de transfrutosilacao das células
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Fonte: Autora (2025)

A andlise da curva de crescimento demonstra que a fase lag se estende até 24 h, suge-
rindo uma adaptacdo inicial mais lenta dos microrganismos ao material composito. A partir
desse ponto, inicia-se a fase log, com crescimento acentuado da biomassa imobilizada até 48 h,
quando se observou o maior valor registrado de concentragdo celular, atingindo 0,32 + 0,01
Seélula-Esuporte -

A quantificacdo dos actcares redutores foi conduzida por meio do método DNS, e a
determinacdo da glicose foi realizada via método GOD/PAP®, utilizando fatores de corregdo
especificos conforme o tempo de cultivo. Os valores obtidos para Car, Cg € Crr estdo dispostos

na Tabela 15.
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Tabela 15 — Concentracao de agucares redutores, glicose e frutose transferida apds atividade
enzimatica das células imobilizadas nos suportes de PETG/Al,Os

Tempo (h) Car(g/L) Cc(g/L) Crr(g/L)=2% Cg—Car
8 0,3481 0,2680 0,1880
16 7,3639 4,9377 2,5115
24 19,3156 16,2063 13,0970
32 30,7467 26,7847 22,8226
40 49,0102 38,0527 27,0953
48 57,9985 46,0431 34,0878

Fonte: Autora (2025)

A At apresentou seu valor maximo em 24 h, alcangcando 324,42 + 6,51 U.g'. Apos esse
tempo, houve declinio progressivo da atividade enzimatica. Considerando esse comportamento,
infere-se que o tempo ideal de imobilizag@o celular nos suportes de PETG/AL:Os seja de 24 h,

dentro das condic¢des avaliadas nessa pesquisa.

6.2.1.8 Quadro-resumo de resultados e discussdes

Com o objetivo de facilitar a visualizacdo e a comparagao dos resultados obtidos para
os sete diferentes suportes avaliados, foi elaborado um quadro-resumo, apresentado na Tabela
16, bem como um grafico que representa suas informacdes (Figura 34). Esse quadro retine os
valores maximos de concentragdo de biomassa imobilizada para cada material estudado, acom-
panhados de seus respectivos tempos 6timos de cultivo celular e das maiores atividades de

transfrutosilacdo observadas nesse mesmo tempo.
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Tabela 16 — Quadro-resumo com os principais resultados obtidos para os diferentes suportes
avaliados, comparando seus valores de maxima concentragdo de biomassa catali-
tica imobilizada, seu tempo 6timo de cultivo e a maxima atividade de transfrutosi-
lagdo obtida nesse tempo

Concentracao de Atividade de
Material do Tempo o0timo de At
biomassa imobilizada transfrutosilaciao
suporte ’ (h) ’
(gcélula.gsuporte- ) (U.g- )

AlLOs 0,64 + 0,02 24 285,09 + 29,13
PLA 0,09 £ 0,01 24 910,16 + 51,47
PLA/AILO3 0,07 £0,01 32 083,45 +43,12
ABS 0,096 + 0,004 24 942,12 +£91,02
ABS/AlLOs 0,16 £0,01 32 374,44 + 37,19
PETG 0,08 £0,01 40 523,13 £41,28

PETG/AL0s 0,32 +0,01 24 324,42 £ 6,51

Fonte: Autora (2025)

Figura 34 — Ilustracao grafica com os principais resultados obtidos para os diferentes suportes
avaliados, comparando seus valores de maxima concentragdo de biomassa catali-
tica imobilizada nas 48 h de cultivo, seu tempo 6timo de cultivo e a maxima ativi-
dade de transfrutosilagdao obtida
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Os suportes contendo Al.Os, embora eficazes na imobilizagdo de grandes quantidades
de biomassa (como observado nos compoésitos ABS/Al:Os ¢ PETG/AIL:Os), apresentaram as
menores atividades de transfrutosilagdao. Essa tendéncia aponta para um possivel efeito de limi-
tacdo difusional, em que o acimulo de biomassa dificulta o acesso do substrato as células loca-
lizadas nas regides mais internas do suporte, comprometendo a eficiéncia catalitica do sistema
como um todo.

Dentre os suportes poliméricos avaliados, os materiais a base de PLA e ABS se desta-
caram por apresentarem os maiores valores de atividade de transfrutosilagao, evidenciando seu
elevado potencial para aplicagdes cataliticas na imobilizacdo de Aspergillus oryzae 1PT-301.
Mussatto et al. (2009) encontraram para a imobiliza¢do do Aspergillus japonicus, em materiais
sintéticos, valores de concentracdo de células imobilizadas iguais a 1,13, 0,48 e 1,25 gcetula-Lsu-
porte | para esponja de ago inoxidavel, espuma de PU e fibra vegetal, respectivamente. Para estes
valores, o tempo de cultivo foi de 48 h, tal qual ocorreu para todos os materiais avaliados neste
trabalho. Relataram, também, que para os trés suportes avaliados, o tempo que alcangou maio-
res concentragdes de FOS foi de 24 h, dentro do qual a fibra vegetal produziu 116,3 g.L'!, a
esponja de aco inoxidavel 111,8 g.L'! e a esponja de PU 110,3 g.L'!, tempo que também se
equipara aqueles encontrados para o PLA e ABS nas condi¢des estipuladas.

Ademais, o suporte de maior destaque do ponto de vista do valor de At foi aquele a base
do composito PLA/AL:Os. Para o tempo de 32 h, a biomassa catalitica imobilizada nesse suporte
conseguiu atingir uma atividade de transfrutosilagio proximo a 1.000 U.g™!, valor significativo
quando comparado aquele obtido para os suportes a base de Al.Os pura.

De modo complementar, Furlani et al. (2020) relataram que a estabilidade térmica e
operacional das enzimas apds imobiliza¢ao pode ser significativamente melhorada. Esse fator
¢ crucial para a viabilidade econdmica e industrial do processo de producao de FOS, uma vez
que permite a reutiliza¢do do biocatalisador e reduz os custos operacionais, que € o principal
objetivo desse estudo. Com isso, a imobilizacdo de 4. oryzae em suportes porosos de 6xido de
aluminio, PLA, ABS, PETG e seus compdsitos ndo s6 otimiza a atividade enzimatica, como
também proporciona maior estabilidade e eficiéncia na produgao de FOS. Esses resultados sao
promissores para a aplicagdo industrial da produgdo dos agucares citados, destacando a impor-
tancia do tempo de cultivo celular e pH adequado para maximizar a atividade de transfrutosila-

¢ao.



&3

7 CONCLUSOES

Esta pesquisa evidenciou o potencial dos compoésitos ceramica-polimero, obtidos por
impressao 3D, como suportes para a imobilizacao de células do fungo Aspergillus oryzae 1PT-
301 com atividade catalitica voltada a producdo de frutooligossacarideos (FOS). O trabalho
envolveu a producdo de suportes porosos a partir de PLA, ABS, PETG, alumina e suas combi-
nagdes em compositos, sendo estes avaliados quanto a capacidade de imobilizagdao da biomassa
catalitica e a atividade de transfrutosilagdo (Ar) resultante. O desenvolvimento de materiais
com porosidade controlada, elevada area de superficie especifica e compatibilidade com o mi-
crorganismo estudado mostrou-se crucial para o desempenho dos biocatalisadores.

Os suportes poliméricos de PLA e ABS apresentaram as maiores atividades de transfru-
tosilagdo entre os materiais poliméricos testados, evidenciando sua viabilidade como potenciais
materiais a serem utilizados na imobilizagdo enzimatica, tornando-os os maiores destaques
deste trabalho. Por outro lado, os suportes com maior concentragdo de biomassa imobilizada
— especialmente os que continham Al:Os — apresentaram menor desempenho catalitico, indi-
cando que o excesso de biomassa pode dificultar o transporte de substrato as células mais in-
ternas do suporte, impactando negativamente a conversdo enzimatica. Esses dados sdo funda-
mentais para reforgar o papel do projeto estrutural dos suportes na eficiéncia dos bioprocessos,
uma vez que bons resultados dependerdo da abertura dos poros, da sua forma geométrica e da
proporg¢do entre buracos e paredes que irdo compor o suporte.

Ao final da etapa experimental, esperava-se estabelecer uma correlacao entre a porosi-
dade das pecas desenvolvidas (Tabela 8) e os resultados obtidos para a maxima concentragao
de biomassa catalitica imobilizada, bem como para a méxima atividade de transfrutosilagdo em
cada material avaliado. No entanto, at¢ 0 momento, nao foi identificada uma relag¢ao consistente
entre os resultados observados, indicando a necessidade de estudos adicionais sobre esse as-
pecto.

Diversos fatores podem influenciar tanto a concentracdo de biomassa catalitica imobi-
lizada quanto a atividade de transfrutosilagdo, dificultando a obten¢ao de uma correlagdo direta
entre esses parametros. Entre eles, destacam-se as propriedades intrinsecas do suporte, como
porosidade, area superficial, rugosidade e composi¢do quimica, que afetam a adesao e a viabi-
lidade celular. Além disso, varidveis relacionadas ao processo de imobiliza¢dao, como pH e tem-
peratura, bem como fatores operacionais durante a rea¢do, como disponibilidade de substrato,

presenca de inibidores e difusdao de massa, podem impactar significativamente o desempenho
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catalitico. A interagdo desses elementos evidencia a complexidade do sistema e refor¢a conti-
nuidade da pesquisa no sentido de compreender e otimizar tais condigdes.

Os resultados obtidos comprovam também que a impressao 3D, aliada a formulagdo de
compositos, permite a fabricagdo de suportes personalizados com propriedades ajustaveis as
demandas de processos biotecnoldgicos. Isso representa uma alternativa economicamente via-
vel, tecnicamente eficaz e alinhada aos principios da sustentabilidade industrial, favorecendo a
producao de agtcares funcionais de forma mais acessivel.

Dessa forma, esta dissertagcdo contribui significativamente para o avango do uso de ma-
nufatura aditiva na area de biotecnologia aplicada a producao de alimentos funcionais. Os acha-
dos aqui apresentados abrem novas possibilidades para o desenvolvimento de biocatalisadores

robustos e reutilizaveis, com aplicagao potencial em processos continuos e escalonaveis.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Espera-se que os conhecimentos gerados sirvam de base para investigagdes futuras, den-

tre as quais sugere-se:

a) Aprofundar a investigacdo sobre a modificagdo das estruturas porosas, avaliando o

b)

d)

impacto de diferentes didmetros de poros, formatos geométricos e arquiteturas es-
truturais dos suportes, com destaque para aqueles produzidos a partir de PLA e/ou
ABS, a fim de otimizar o transporte de massa ¢ o desempenho catalitico;

Realizar ensaios de estabilidade operacional e reutilizacdo dos biocatalisadores de-
senvolvidos, com o objetivo de determinar sua vida 1til em ciclos sucessivos e ve-
rificar sua viabilidade em contextos industriais de médio e longo prazo;

Elaborar analises técnico-econdmicas que considerem o custo de producao e as van-
tagens econdmicas da reutilizagdo dos suportes, fornecendo subsidios para sua apli-
cagdo em escala industrial com maior embasamento financeiro;

Estender os estudos as condi¢des operacionais variadas (pH, temperatura, concen-
tragdo de substrato), avaliando a robustez e estabilidade dos biocatalisadores em
diferentes situagdes;

Implementar testes em reatores de leito fixo operando em regime continuo, anali-
sando parametros como altura do leito catalitico, vazao volumétrica e reciclo de
substrato, além da quantificacdo de coeficientes de transferéncia de massa, para ve-

rificar a escalabilidade do sistema proposto.
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