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Gel immobilization of enzymes from malted corn
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Resumo

Este trabalho objetivou a otimizacdo da imobilizagdo das enzimas amilases extraidas do malte do milho, usando alginato de sédio. A
concentragio do malte no extrato, a porcentagem de alginato de sédio e o pH foram usados como fatores que influenciam na imobilizagao
das enzimas. Os resultados mostraram que as melhores condigoes de imobilizagao foram obtidas quando se usou as solugoes de malte de
milho em duas faixas de concentragées, uma entre 3,75 a 5 g.L ™! e outra entre 15 a 16,25 g.L ™!, em pH entre 4,83 a 6,6 e 4% (m/v) de alginato
de sédio, condigdes nas quais se conseguiu imobilizar 100% das enzimas com baixa perda de atividade. Este trabalho mostrou como se obter
amilases de malte de milho imobilizadas por oclusdo em alginato de sédio e que podem ser usadas em processos industriais de hidrolise
de amido.

Palavras-chave: imobilizagio; amilases; alginato de sédio; malte de milho; oclusdo; biocatalisador.

Abstract

X is work aimed at optimizing the immobilization of amylases obtained from corn malt by the occlusion method with sodium alginate.
Corn malt concentration, sodium alginate mass percentage and pH were used as factors that influence enzyme immobilization. X e results
showed that the best immobilization conditions were obtained at two ranges of corn malt concentration, one between 3.75-5 g.L*! and the
other between 15-16.25 g.L ', at pH between 4.83-6.6 and at 4% (m/m) sodium alginate. In these conditions, 100% of the enzymes were
immobilized with a low loss of activity. K is work showed how to obtain immobilized corn malt amylases that can be used in industrial

processes of starch hydrolysis by occlusion in sodium alginate.

Keywords: immobilization; amylases; sodium alginate; corn malt; occlusion; bio-catalyst.

1 Introdugao

As enzimasX-amilase (EC 3.3.1.1; ¢i-1,4 glicano, 4-glicano-
hidroxilase) e B-amilase (EC 3.2.1.1, o~ 1,4, glicanomaltohidro-
lase) sdo obtidas geralmente por microrganismos ou por malte
de cevada (embora qualquer cereal germinado as contenha),
suas temperaturas e seus pHs 6timos variam entre 75 e 55 °C
e 4,8 e 6,5; respectivamente, embora estas faixas dependam da
origem destas enzimas. O uso fundamental das amilases esta na
hidrdlise do amido, principalmente na industria de pani¥cacio;
no pré-cozimento de cereais nas industrias de fermentacao,
para a producio de alcool e bebidas alcodlicas; na fabricagdo
de xaropes de glicose, via hidrélise pelas amilases; no preparo
de gomas de dextrinas, usadas para acabamento de papéis e
tecidos; dentre outros (BIAZUS et al., 2005a; b; 2006a; b; c;
SANTANA, 2003).

As enzimas estdo sujeitas a inativagio por fatores quimicos,
fisicos ou bioldgicos, podendo esta ocorrer quando estocadas
ou durante o uso. Para que a catélise seja eXciente em um deter-
minado processo, ha a necessidade de protegé-las da interagao
com o solvente, meio no qual é realizada a reagao, pois 0 mesmo
poderia provocar a inativagdo, impossibilitando a catalise da
reacgdo. Frente a este problema, novas técnicas de imobilizacao
tém sido desenvolvidas para fornecer a estabilidade das enzimas

e facilitar sua recuperacgio e reutiliza¢io (DALLA-VECCHIA
et al., 2004).

As técnicas de imobilizacdo de enzimas Kcaram mais co-
nhecidas a partir dos anos 60 (BORZANTI et al.,, 2001), e desde
entdo vem sido estudada a imobilizacio de enzimas como as
lipases, em silica de porosidade controlada e por outros métodos
por Cruz (2000) e Soares (2000); outros autores imobilizaram
lipases por diversos métodos (CASTRO; ANDERSIN, 1995;
MALCATA et al., 1990); as enzimas amilases foram imobiliza-
das em membranas (BAYRAMOGLU et al., 2004) e as enzimas
inulinases por diversos métodos (GASPARI et al., 1999). A imo-
bilizagdo também é aplicada em microrganismos para facilitar
seu uso em fermentac¢do continua (ROBLE et al., 2000).

A técnica de imobilizagdo de enzimas trouxe como vanta-
gens imediatas a possibilidade de reaproveitamento do catalisa-
dor, 0 uso em processos continuos, o aumento da estabilidade da
enzima, a regeneracdo e o reuso do catalisador, e a redugdo dos
custos (BORZANTI et al., 2001; CASTRO; ANDERSON, 1995;
GOODENOUGH; LAW, 1991; KOURKOUTAS et al., 2004; LIM
etal,, 2003; MALCATA etal., 1990; OLSON; RICHHARDSON,
1974; ROBLE et al., 2000). De outra parte, as desvantagens mais
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notdrias seriam a aleatoriedade da intera¢do suporte-enzima, a
dessorgido das enzimas com o uso, a reducio da atividade catali-
tica devido aos efeitos difusionais, de microambiente e estéreo-
conformacionais (BORZANTI et al., 2001; REGULY, 2000).

A imobilizagdo de enzimas por oclusdo ou inclusio fisica
em uma matriz ¢ um método brando e ndo desnaturante, pois
aenzima é retida e aprisionada na estrutura do gel de polimero.
Este ¢ reforcado por ligagdes cruzadas a partir da dispersdo
aquosa, a qual pode conter uma ou mais enzimas. Desta forma,
a enzima néo esta ligada quimicamente ao suporte e sua molé-
cula permanece intacta. As desvantagens da imobiliza¢do por
inclusio sio: difusdo ou exsudac¢io continua da enzima, devido
ao didmetro ndo uniforme dos poros do gel; acesso reduzido do
substrato a enzima; perda de atividade enzimatica devido aos
radicais livres, produzidos durante a rea¢ao de polimerizagao.
O método tem sido usado para imobilizar papaina, tripsina,
o-e B-amilase, glicose-oxidase, uréase, entre outras enzimas
(REGULY, 2000).

Este trabalho objetivou a otimiza¢do da imobiliza¢ao de
enzimas amilases extraidas do malte do milho usando o mé-
todo de oclusdo em alginato de sddio, tendo como variaveis a
concentragao do malte no extrato, a porcentagem de alginato de
sodio e o pH do meio, para produzir uma nova forma de bio-
catalisador de amido com boa atividade enzimatica, estavel ao
meio reacional, que possa ser aplicada em processos continuos
€ que permita o seu reaproveitamento.

2 Material e métodos

2.1 Materiais

As sementes de milho foram adquiras junto a EMBRAPA
(Tabuleiros Costeiro), sediada em Aracaju-SE. O acido o-
fosforico PA foi adquirido junto a Synth (Diadema-SP, Brasil), o
acetato de sédio PA, o dcido acético PA, o acido di-nitrosalicilico
(DNS), o alcool etilico PA e o alginato de s6dio foram adquiridos
da VETEC (Sao Paulo, Brasil), enquanto que o azul brilhante
de Comassie-G e 0 amido soltvel foram adquiridos da MERCK
(Berlim, Alemanha).

2.2 Obtengdo das enzimas

As sementes de milho foram selecionadas, pesadas, lavadas,
postas em béquer contendo dgua para que estas absorvessem
entre 40 a 45% de seu peso inicial em umidade. Depois as se-
mentes umidas foram colocadas em meio germinativo em escala
laboratorial em condi¢des normais de temperatura e pressio
(27 °C e pressdo ambiente), por aproximadamente 4 a 5 dias. O
malte foi seco na temperatura de 54 °C, triturado, armazenado
em sacos plasticos e guardado a 10 + 1 °C (SANTANA, 2003).
Uma solugio 2% de malte de milho a pH 5 (em tampdo fosfato)
foi preparada para uso nos biorreatores. Seu teor de proteina
total foi quanti¥cado pelo método de Bradford (1976).

2.3 Determinagdo da atividade enzimdtica

O meio reacional continha 20 mL de uma solu¢do de amido
solivel a 2% e pH 4,8 (tampao acetato) e 5mL de agua destilada
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a 32+ 2 °C. Para determinagio da atividade enzimatica foram
adicionados a este meio, cerca de 500 UL da solu¢do de malte
de milho (A, = atividade inicial das amilases contidas no
malte) antes da imobiliza¢do, ou cerca de 500 uL do liquido
de lavagem das esferas de enzimas imobilizadas (filtrado)
(Aﬁlw ., = atividade das amilases contidas no Kltrado) ou cerca
de 0,5 g de esferas de enzimas imobilizadas (A, biiada = ativi-
dade das amilases imobilizadas). Apds 10 minutos de reagdo
coletaram-se amostras (em triplicata), que foram postas em
cubetas fotométricas, seu volume completado a 2 mL com
agua destilada e 3 mL do reagente DNS foi adicionado. Foi
feito ensaio em branco com agua. As cubetas foram levadas ao
aquecimento por 5 minutos a 100 °C, e em seguida resfriadas e
analisadas em espectrofotometro a 540 nm. As concentragdes
de agticares redutores (em g glicose/L) foram obtidas pelo uso
de uma curva de calibragio previamente elaborada. A unidade
de atividade enzimdtica foi dada pela quantidade de glicose
gerada (em pumol) por minuto por miligrama de proteina total
(U.mg™) (BIAZUS et al., 2006b; c).

2.4 Imobilizagdo por oclusdo em matriz

Foram preparadas solu¢des de malte de milho em con-
centragdo (C, ) e pHs da solugdo previamente planejados
(Tabela 1). O volume utilizado das solu¢des foi de 10 mL.
Adicionou-se a estas solugdes de malte de milho a pHs pla-
nejados uma certa massa de alginato de sédio de maneira a se
obter uma porcentagem (malginato, massa/volume) também
planejada (Tabela 1), misturando-se até a formagdo de uma
pasta. Essa pasta foi gotejada, utilizando-se uma micropipeta,
em uma solugdo de CaCl, a 4%, obtendo-se esferas das enzimas
imobilizadas no alginato de sodio. As esferas formadas foram
separadas da solugao de CaCl, por Kltragio em papel Kltro 40 e
lavadas com dgua destilada (CRUZ, 2000; GASPARI et al., 1999;
REGULY, 2000; SOARES, 2000).

O planejamento usado para a realizacdo deste experimento
esta apresentado na Tabela 2. Ele foi do tipo 2*"!, com triplicata
no ponto central e valores axiais nos trés eixos, tendo como
respostas o rendimento da imobilizagdo (R, ... ..) eaporcen-
tagem de perda ou redugédo da atividade (% P). Sua codi¥cagido
foi a seguinte (Equagodes 1, 2 e 3):

— Crmlte_lo
%= 5 (1)
al inao_0'3
T @
X =pH -6 (©)

O rendimento da imobilizacao (R, biicacar) das amilases de
malte de milho foi obtido pela Equagéo 4 e a porcentagem de

perda ou reducéo da atividade pela Equagao 5:

= M)*]ﬂo
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Tabela 1. Matriz de planejamento para a otimizagdo da imobilizagdo das enzimas amilases por oclusao em matriz.

Ensaios x, %, X Coare 8L Mo @) pH imobitzag %l
1 -1 -1 1 5 0,2 7 7,839 100,0
2 1 -1 -1 15 0,2 5 100,0 0,000
3 -1 1 -1 5 0,4 5 100,0 0,000
4 1 1 1 15 0,4 7 0,000 100,0
5 0 0 0 10 0,3 6 100,0 53,40
6 0 0 0 10 0,3 6 100,0 64,76
7 0 0 0 10 0,3 6 100,0 65,42
8 -1,414 0 0 2,930 0,3 6 0,00 0,000
9 1,414 0 0 17,05 0,3 6 0,00 0,000
10 0 -1,414 0 10 0,1586 6 50,50 100,0
11 0 1,414 0 10 0,4414 6 100,0 100,0
12 0 0 -1,414 10 0,3 4,830 7,839 100,0
13 0 0 1,414 10 0,3 7,414 100,0 0,000

*Massa de alginato de sédio usada para cada 10 mL de solugdo de malte de milho.

Tabela 2. Resultados da avaliagago ANOVA do modelo do rendimento
da imobilizagdo das amilases do malte de milho por oclusido usando
o alginato de sddio.

Fonte de Soma Graus de Média F. b
variacdo quadratica liberdade quadratica
Regressao 255434 8 319291 6,471 6
Residuos 1973,6 4 493,406 - -
Falta de ajuste  1973,6 2 986,812 - 19
Erro puro 0,000 2 0,000 - -
Total 27517,0 12 - - -

% de variancia explicavel = 92,828
% maxima varidncia explicavel = 100,00
Coeldciente de determinagao (R?) = 0,9283

Modelos empiricos foram ajustados aos dados, enquanto
que a avaliacdo dos seus ajustes foram feitas pela metodologia de
analise de variancia (ANOVA) e a otimizag¢éo dos experimentos
foi feita pela metodologia de andlise de superficie de respostas
(RSM). As superficies de resposta e as curvas de nivel foram
geradas em Software Statistica for Windows 6.0 (BARROSNETO
etal., 1995; 2001; BIAZUS et al., 2005a; b; 2006a).

3 Resultados e discussiao

A Tabela 1 apresenta os ensaios realizados durante a execu¢éo
deste experimento, na qual encontramos os valores reais da con-
centragdo do malte (C, , ), da porcentagem de alginato de sédio
(M,,...) € do pH e seus respectivos valores na forma de varidveis
codﬁﬂcadas (%, %, x3), bem como as respostas, o rendimento da
imobilizacao (R, ,.....,) € @ porcentagem de perda ou reducdo
(%P) da atividade enzimatica das amilases do malte de milho.
Percebe-se que os maiores valores de rendimento de imobilizagao
foram encontrados nos ensaios 2, 3, 5,6, 7 e 13, onde 100% das en-
zimas foram imobilizadas. Estes valores sdo muito superiores aos
encontrados por Bayramoglu et al. (2004), Gaspari et al. (1999)
e Lim et al. (2003), que conseguiram imobilizar menos de 80%
das amilases em seus trabalhos. Pereira et al. (2003) imobilizaram
lipases em quitosana e obtiveram um rendimento inferior a 17%.
Day et al. (2003) conseguiram um rendimento de imobilizagao
de o-amilase em alginato de sddio de uma linhagem de Bacillus
circulans GRS313 de cerca de 75%.
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J4 Brena et al. (1993) imobilizaram apenas 19% de -amilase
de batata em tiosulfonato de agarose. Entretanto, apenas nos
ensaios 2, 3 e 13 ndo se nota inibi¢do da atividade das enzimas
imobilizadas pelo alginato de sédio. Reguly (2000) cita que
a reducdo da atividade enzimatica das enzimas imobilizadas
por oclusdo ocorre devido a difusdo ou exsudagio continua da
enzima, ao acesso reduzido do substrato a enzima e a presenca
de radicais livres produzidos durante a reagdo de polimerizagao.
Bayramoglu et al. (2004) citam que a forma como as enzimas
sdo aprisionadas no reticulo do gel pode deixar de expor seus
sitios ativos ao substrato, o que impede a realizagdo da catalise,
reduzindo a atividade da enzima imobilizada.

A Tabela 2 apresenta a avaliacdo do modelo que mais se
ajustou aos dados de rendimento da imobiliza¢édo (Equagio 6),
pela metodologia ANOVA. Nota-se que ndo hd valor de F | para
a falta de ajuste porque nao houve desvio nos pontos centrais,
ja que os trés rendimentos foram iguais, o que impedira a sua
avaliagdo. De acordo com Barros Neto et al. (1995 e 2001),
os valores das porcentagens de variancia e do coelciente de
determinagdo devem estar proximos de 100% e 1,0; respectiva-
mente, e as relag(”)es entre os valores do teste F paraa regresséo
(F_/F,)eparaafaltadeajuste (F_/F._ ) devem ser superiores
a4. Assim, como estes valores estdo proximos aos valores timos
determinados pela metodologia, logo o modelo possui uma
reduzida quantidade de erros, desta forma pode-se aXrmar que
o modelo empirico ¢ signifcativo estatisticamente e os dados
experimentais se ajustam a curva.

A Equagdo 6 mostrada abaixo é o modelo que mais se ajus-
tou, obtido ap6s regressao quadratica dos dados experimentais
da imobiliza¢do das amilases de malte de milho por oclusdo
em alginato de sddio. Nota-se uma dependéncia quadratica do
rendimento da imobiliza¢do sob a influéncia da concentragao do
malte (x,), da massa do alginato de so6dio (x,) e do pH (x,). Como
o programa usado ndo consegue fazer analises de influéncias
para modelos quadraticos se o planejamento é fracionado, esta
analise ndo foi feita.

Rinopitizaczo = 91, 20+17,50.X, +32,59.x, —39,01.X7 —1,374.; —

12,04.%...+...—80,63.%, * X, —19,46.%, * X, —1,960.%, * X, (6)
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A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliacio ANOVA do
ajuste do modelo (Equagdo 7) aos dados da perda ou redugéo da
atividade enzimatica. Os valores das porcentagens de varidncia,
do coelciente de determinagdo e dos teste F para a regressao
(F ,/F,) e paraa falta de ajuste (F,_/F, ) encontram-se muito
proximos dos dados citados como corretos pela metodologia
ANOVA, signillcando que os dados experimentais da inibigao da
atividade estdo ajustados ao modelo otimizado e que o modelo
empirico é signifcativo estatisticamente (BARROSNETO et al.,
1995; 2001; BIAZUS et al., 2005a; b; 2006a).

A Equagido 7, mostrada abaixo, representa o modelo empi-
rico obtido ap6s regressdo quadratica dos dados experimentais
da perda ou redugio da atividade das amilases de malte de milho
por oclusdo em alginato de sodio.

%P = 59,88 - 35,36., — 28,96.X" + 21,06.X% — 3,951.x; + 85,36.x, * X, (7)

A otimiza¢do da imobilizacdo das amilases de malte de
milho serd realizada usando duas respostas combinadas, o
rendimento da imobiliza¢io e a inativa¢do das enzimas imobili-
zadas. Em principio, a analise sera feita em pares de Figuras com
curvas do tipo RSMs, sendo uma para analises do rendimento
e outra para analise da inibi¢ao, ambas as Kguras compostas
por uma superficie de resposta ao lado de uma curva de nivel,
como serd visto a seguir.

A Figura 1 apresenta a superficie de resposta e as curvas
de nivel que nos permite analisar a influéncia mutua dos fa-
tores concentra¢do do malte e a porcentagem de alginato de
sodio sobre o rendimento da imobiliza¢ao. A sua otimizacio
é feita considerando-se os maiores valores de rendimento de
imobilizagdo. A Figura 2 mostra as superficies de resposta e as
curvas de nivel que representam a perda ou reducio da ativi-
dade da enzima relacionada aos fatores concentra¢ao do malte
e porcentagem de alginato de s6dio. Na analise destes graXcos
deve-se atentar para o fato de que a regido dtima é aquela que
corresponde aos menores valores de perda da atividade, por isso
a analise ¢ feita de uma forma diferenciada. A combinagédo das
andlises das Figuras 1 e 2 mostra que existem duas regides para
imobilizagdo das amilases de malte de milho, uma a direita entre
as concentra¢do do malte de milho de 15a 17,05 g.L! (ou niveis
1 a1,414), combinadas com valores entre a 0,25 a 0,1586 g (ou
niveis -0,5 a —1,414) de massa de alginato de sddio; e outra a
esquerda entre a concentra¢do de malte de milhode 5a2,93 g.L™!

Tabela 3. Resultados da avaliagio ANOVA do modelo da inibi¢do da
atividade enzimatica pela imobilizacdo.

Fonte de Soma Grausde  Média F . .
variacdo quadratica liberdade quadratica
Regressio 25244,9540 5 5048,9908 260,727 3,97
Residuos 135,5554 7 19,3651 - -
Falta de ajuste 44,2951 5 8,8590 0,194 19,3
Erro puro 91,2603 2 45,6302 - -
Total 25380,5098 12 - - -

% de variancia explicavel = 99,466
% maxima variancia explicavel = 99,640
Coellciente de determinagdo (R?) = 0,9947
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(ou niveis -1 a -1,414), combinadas com 0,35 a 0,4414 g (ou
niveis 0,5 a 1,414) de massa do alginato de sédio.

A Figura 3 mostra as superficies de resposta e as curvas
de nivel,utilizadas para relacionar a influéncia mutua dos
fatores pH e concentragdo de malte sobre o rendimento da
imobilizagdo. Nota-se por esta Kgura que um bom rendimento
pode ser alcangado em uma ampla faixa na regido de trabalho,
ndo incluindo valores de concentra¢ao de malte de milho que
desviem aquém de 3,75 g.L™! (ou nivel -1,25) para a esquerda
e/ou além de 16,25 g.L™* (ou nivel 1,25) para a direita do seu
eixo. A Figura 4 mostra as superficies de resposta e as curvas de
nivel, que possibilitam a andlise da relagdo da perda ou redugéo
da atividade da enzima com os fatores pH e concentragio do
malte. Desta tltima Mgura, nota-se que s6 é possivel diminuir
a perda em quase 100% nos valores extremos de concentracio
do malte e para qualquer pH. Assim, pela combina¢ao da and-
lise das duas Mguras, a concentragido de malte de milho deve
estar entre 5 g.L ™" e 3,75 (niveis entre -1 e —-1,25) a esquerda e a
15e 16,25 g.L ™! (niveis entre 1 e 1,25) a direita, combinada com
qualquer pH usado neste trabalho.

A Figuras 5 mostra as superficies de resposta e as curvas
de nivel, para possibilitar a analise da influéncia mutua dos
fatores porcentagem de alginato de sédio e pH sobre o rendi-
mento daimobiliza¢do. A regido onde se encontram os maiores
rendimentos de imobiliza¢do é a correspondente aos valores da
porcentagem de alginato de sddio de 0,25 até 0,4414 g (niveis
entre -0,5 e 1,414) com o pH entre 6,6 e 4,83 (niveis entre
0,6 e —1,414). A Figura 6 mostra as superficies de resposta e as
curvas de nivel, que relacionam a perda ou redugao da atividade
enzimdtica em relagdo aos fatores porcentagem de alginato e pH.
As analises desta Kgura mostram que a qualquer pH podem-se
obter baixos valores de perda de atividade, mas s6 para valores
da porcentagem de alginato de sodio entre 0,2 e 0,4 g (niveis
entre -1 e 1), sendo melhor quando se aproxima do centro. Por
esta combinagdo, a melhor condigdo seria entre 0,25 ¢ 0,4 g
(ou entre os niveis —0,5 a 1) para a porcentagem de alginato de
sodio, combinado com o pH do meio entre 6,6 a 4,83. Biazus
et al. (2006b) caracterizaram as amilases de malte de milho e
obtiveram uma faixa 6tima de pH entre 4,3 e 6, provavelmente o
pH acima desta faixa também tenha contribuido com a redugéo
da atividade das enzimas. Bayramoglu et al. (2004) obtiveram
maiores rendimentos de atividade da amilase de B. licheniformis
imobilizada em membrana a pH 6, coincidindo com o pH 6timo
da enzima em estado livre. Day et al. (2003) caracterizaram a
o-amilase de B. circulans imobilizada em alginato de sédio e
obtiveram 4,9 como pH 4timo. Ja para a oi-amilase de cevada
imobilizada em silica gel, Lim et al. (2003) obtiveram como
pH 6timo o valor de 4,5. Ambos os pHs estdo na regido do pH
otimo das amilases, citado pela literatura.

Continuando a otimiza¢ao RSM para o método de imobi-
liza¢do de amilases de malte de milho por oclusdo em matriz
temos, por uma combinagdo das andlises das Figuras 1 a 6, que
a condi¢do 6tima ¢é obtida quando se imobilizam as enzimas
usando solu¢des de malte de milho a concentragdes baixas de
5 gL até 3,75 e altas de 15 até 16,25 g.L!, com pH do meio
entre 4,83 e 6,6 e usando 4 g de alginato de sodio para cada
100 mL destas solugdes de malte de milho.
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Figura 1. Superficie de resposta e curvas de nivel que mostram o efeito muituo da concentragio do malte e da porcentagem de alginato de sodio
sobre o rendimento da imobilizagao.
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Figura 2. Superficie de resposta e curvas de nivel para mostrar o efeito mutuo da concentragdo do malte e da porcentagem de alginato de sodio
sobre a perda ou redugdo da atividade das amilases do malte de milho.
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Figura 3. Superficie de resposta e curvas de nivel para mostrar o efeito muatuo da concentragdo do malte e do pH sobre o rendimento da imo-
bilizagao.
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Figura 4. Superficie de resposta e curvas de nivel para mostrar o efeito mutuo da concentragio do malte e o pH sobre a perda ou redugao da
atividade das amilases do malte de milho.
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Figura 5. Superficie de resposta e curvas de nivel para mostrar a influéncia mutua da porcentagem de alginato e do pH sobre o rendimento da
imobilizacdo de amilases do malte de milho.
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Figura 6. Superficie de resposta e curvas de nivel para mostrar o efeito mituo do pH do meio e da porcentagem de alginato de sédio sobre a
perda ou a reducéo da atividade das amilases do malte de milho.
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Desta forma, torna-se possivel obter amilases de malte de
milho imobilizadas com boa atividade enzimatica que podem ser
usadas, livres da interagdo com o solvente e com maior estabili-
dade a inativagéo por fatores quimicos, fisicos ou biologicos que
agem durante a sua estocagem ou durante os diversos processos
de hidrélise de amido, além de facilitar a sua recuperacéo e reu-
tilizagdo apos estes processos (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

4 Conclusoes

Os rendimentos das imobilizagdes foram superiores aos
obtidos pela literatura. As melhores condi¢des de imobilizac¢ao
das amilases de malte de milho obtidas pela metodologia RSM
foram aquelas nas quais se imobilizaram as enzimas usando as
solugdes de malte de milho em duas faixas de concentragio, uma
entre 3,75-5 g.L"! e outra entre 15-16,25 g.L!, com pH do meio
entre 4,83 e 6,6 e utilizando-se 4% (m/v) de alginato de sddio
nestas solu¢des de malte de milho. Nestas condi¢des conseguiu-
se imobilizar 100% das enzimas contidas no malte de milho,
com baixa inibicio das mesmas. Assim, este trabalho mostrou
condi¢des dtimas para a imobilizagdo das amilases de malte de
milho, sem perder sua atividade enzimatica, proporcionando
ao mercado mais um biocatalisador que pode ser usado em
processos industriais de hidrolise de amido.
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